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Quantitative Analyse and lyefeigrung subzejlujarer 
Partikel mittels STFT 

1. Prionkrankheiten 

Der Einsatzbereich des vorliegenden Verfahrens ist die Diagnostik von Prionkrankheiten 
und Typisierung verschiedener Erregerstamme. Die Prionkrankheiten oder transmissiblen 
spongiformen Enzephalopathien stellen eine Gruppe ubertragbarer neurodegenerativer 
Krankheiten bei Mensch und Tier dar, zu der die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit des Men- 
schen sowie Scrapie beim Schaf und BSE beim Rind gehfiren. Prionerkrankungen sind 
charakterisiert durch die Ablagerung einer aggregierten, pathologischen Form des Pri- 
onproteins (PrP) im Gehirngewebe betroffener Individuen, die als PrP & bezeichnet wird. 
Grundsatzlich sind Prionerkrankungen iibertragbar, das ubertragbare Agens wird als 
"Prion" bezeichnet. Es wird angenommen, dass PrP* der entscheidende, wenn nicht sogar 
der einzige Bestandteil des Prions ist. Eine erregerassoziierte Nukleinsaure konnte nicht 
nachgewiesen werden. Das krankheits- und infektiositatsassoziierte PrP* unterscheidet 
sich von der physiologisch im Organismus vorkommenden Form des Prionproteins (PrP°) 
durch seine Konformation, insbesondere seinen hohen Anteil an 6-Faltblattstruktur, seine 
relative Resistenz gegenuber Protease K und seine Neigung zur Bildung groBer multimerer 
Aggregate. Es wird im Rahmen der sogenannten Prionhypothese angenommen, dass die 
PrP^-Form mit der PTP c -Form in Wechselwirkung treten und dabei das kSrpereigene PrP c 
ttber eine Konformationsanderung in die PrP^Form umwandeln kann. Das so neu entstan- 
dene PrP 50 kann dann seinerseits mit weiteren PrP* Molekiilen in Wechselwirkung treten 
und diese ebenfalls in PrP & umwandeln, so dass sich in einer lawinenartigen Kettenreakti- 
on aus dem korpereigenen PrP & groBe Mengen PrP & bilden. 

Ein wichtiges Phanomen bei den Prionkrankheiten ist das Auftreten verschiedener Erreger- 
stamme. Erregerstamme unterscheiden sich auch bei Passage in Wirten mit identischem 
Prionprotein, z.B. in Maus-Inzuchtstammen, konstant in verschiedenen Eigenschaften wie 
Inkubationszeit, klinischen Symptomen, Lasionsmuster im Gehirn und Ubertragbarkeit auf 
andere Spezies. Im Rahmen der Prionhypothese bedeutet das Auftreten verschiedener 
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Erregerstamme in Tieren mit gleicher PrP-Arrunosauresequenz, dass verschiedene stabile 
Fonnen von PrP Sc existieren mfissen, die jeweils PrP c in die entsprechende pathologische 
Form umwandeln konnen. Auch bei der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit des Menschen finden 
sich verschiedene distinkte Unterformen, die sich molekular anhand eines Polymorphismus 
am Codon 129 des Prionproteingens (PRNP) und der GrdBe des Proteinase K-resistenten 
Fragmentes des Prionproteins im Westernblot unterscheiden lassen, und mit unterschiedli- 
chen phanotypischen Krankheitsauspragungen assoziiert sind. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem besteht darin, ein Verfahren bereitzustellen, 
das einzelne pathologische Prionproteinaggregate in einem homogenen Assay ultrasensitiv 
detektierbar macht und die detektierten Aggregate zu charakterisieren und zu typisieren. 

2. SIFT ("Scanning for Intensely Fluorescent Targets") 

Erfindungsgemafl wird ein Verfahren vorgeschlagen zur Charakterisierung pathologischer 
Prionproteine nach Subspezies durch deren Markierung mit Sondenmolekiilen, wobei die 
Bindung mindestens zweier unterschiedlicher Sondenmolekttlen an die Prionproteine detek- 
tiert wird und aus dem Verhaltnis der gebundenen Mengen an verschiedenen Sondenmole- 
kiilen zueinander die Subspezies bestimmt wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist auch geeignet, zur Bestimmung und individueUen Cha- 
rakterisierung von Partikeln mittels zweier unterschiedUcher detektierbarer Sonden in einer 
Probe, wobei 

• die Partikel einzelne Molekule oder Molekulaggregate sind mit einer Vielzahl von Bin- 
dungsstellen fur mindesten eine der mindestens zwei unterschiedlichen detektierbaren 
Sonden, 

• die mindestens zwei unterschiedlichen detektierbaren Sonden in der Probe anwesend sind, 

• ein MaB fur die Anzahl der gebundenen Sonden und 

• das Verhaltnis der gebundenen Sonden zueinander durch Bestimmung von Partikeln 
ermittelt wird 
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• und wobei die Bestimmung auf Basis von einzelnen Partikeln erfolgt. 

Eine vorteilhafte Moglichkeit der Charakterisierung pathologischer Prionproteinaggregate 
(im folgenden "Zielmolekule" genannt) ist deren Markierung mit geeigneten fluoreszenz- 
markierten Sondenmolekulen und die anschlieBende getrennte Detektion und Analyse 
einzelner Aggregate. Hierfiir dient aufbauend auf einem geratetechnischen Aufbau zur 
Zweifarben-Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie, ein MeBverfahren, das im folgenden 
als SIFT (Scanning for Intensely Fluorescent Targets) bezeichnet wird. SIFT beruht auf 
einer zeitaufgelosten Intensitatsanalyse eines Fluoreszenzsignals aus einem offenen Volu- 
menelement, das durch eine konfokale Abbildung eines oder mehrerer in einem Fokus 
gebiindelter Anregungs-LASER definiert wird. Dieses Verfahren unterscheidet sich vom 
Stand der fechnik zur FCS-basierten Amyloid- Aggregat-Detektion (Pitschke et al. 1998) 
durch folgende Modifikationen: 

a) Quantifizierung des Zielmolekiil-bedingten Signalanteils durch Analyse der Intensitats- 
Verteilung der gemessenen Fluoreszenz in sukzessive aufgezeichneten Kanalen kon- 
stanter Lange (im Mikro- bis Millisekundenbereich), wodurch das sehr intensive Signal 
der mehrfach markierten Zielmolekule vom Hintergrundsignal freier Sondenmolekule 
abgetrennt werden kann. Altemativ konnte die intensitatsbasierte Abtrennung des Ziel- 
molekul bedingten Signalanteils auch iiber einen Algorithmus zur Peakdetektion und - 
analyse erfolgen. 

b) Scannen der Probe durch Erzeugen einer konstanten Relativbewegung zwischen Probe 
und Fokus Dieses Ziel ist in dem erfindungsgemaBen Messaufbau durch ein maander- 
formiges Bewegen der in eine Messkapillare eingefiillten Probe realisiert. In einer wei- 
teren Ausfuhrungsform kann dieser Aspekt auch durch eine Optik, die eine Bewegung 
des Fokus gestattet oder durch eine Flusskapillare realisiert werden. Das Scannen be- 
wirkt zwei Vorteile: 

1 . Das untersuchte Volumen und damit die Messsensitivitat wird erheblich erhoht. 

2. Fur groBe, sehr langsam diffundierende Zielmolekule wird die mittlere Aufent- 
haltsdauer im Fokus nicht mehr durch die Diffusionszeit T Diffe , sondern durch die 
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Scangeschwindigkeit bestimmt. Dies ist vorteilhaft, weil im wesentlichen alle 
Zielmolekule auf etwa die gleiche Zahl Messkanale abgebildet werden. Dadurch 
wird die Anzahl der sehr intensiven KanSle ein direktes MaB fur die Zahl und 
Konzentration stark markierter Zielmolekule. 

c) Verwendung von Antikorpern als Sondenmolekiile. Diese haben im Vergleich zu mo- 
nomeren Aggregat-Bausteinen den Vorteil, einer geringen Selbstaggregation. Dieser 
Punkt wird erfindungsgemafi zwar bevorzugt, das erfindungsgemaBe Verfahren lasst 
sich aber prinzipiell mit jeder spezifisch an das Zielmolekiil bindenden fluoreszenzmar- 
kierten Sonde durchfuhren. 

d) Simultane Analyse zweier oder mehrerer getrennt im selben Volumenelement messba- 
rer, in verschiedenen Wellenlangenbereichen fluoreszierender Sonden. Vorzugsweise 
werden die erfindungsgemafi ermittelten Daten aus Mehrfach-, insbesondere Zweifarb- 
messungen in einer entsprechend mehrdimensionalen, insbesondere zweidimensionalen 
Array angeordnet und z.B. als Intensitatshistogramm dargestellt. Dabei ist die Zahl von 
Kanalen mit gleichzeitig hohen Werten fur die mehreren oder beiden Farben ein MaB 
fur die Zahl und Konzentration spezifisch mit am mehreren, insbesondere zwei unab- 
hangigen Sonden markierter Zielmolekule ist. Wie schon unter Punkt a) erwahnt, ist 
hier alternativ eine mehrfarbige Peakanalyse moglich. 

3. Quantitative Analyse und Typisierung von pathologischen Prionprotein- 
aggregaten mittels SIFT 

Neben der erhohten Spezifitat in der Detektion von Zielmolekulen hat die erfindungsge- 
maBe Methode (zwei- oder mehrfarbiges SIFT, (vgl. 2.)) eine zusatzliches, weitergehendes 
Potential: Fur im wesentlichen jedes detektierte Zielmolektil kann separat die relative 
Markierungsintensitat der verschiedenfarbigen Sonden gemessen werden. Im Gegensatz 
zur absoluten Intensitat der Einzelfarben ist dieses Markierungsverhaltnis bei nahezu de- 
ckungsgleichen Volumenelementen ftir die verschiedenen separat detektierten Farben 
weitgehend unabhangig von der Route, die das jeweilige Zielmolektil durch das Detekti- 
onsvolumen nimmt. Bei einer homogenen Population an Zielmolekulen ist daher das Mar- 
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kierungsverhaltnis fur alle detektierten Partikel ahnlich, in einem zweidimensionalen Inten- 
sitatshistogramm streut daher das Zielmolekiil spezifische Signale urn eine Gerade, deren 
Steilheit von der relativen Bindung der zwei analysierten Sondenmolekule bestimmt wird. 
Bei der Analyse eines anderen Typs von Zielmolekul mit abweichenden Bindungseigen- 
schaften ergibt sich entsprechend ein anderes Markierungsverhaltnis (Figur 1). Die relative 
Bindung zweier verschiedener Sonden kann somit leicht und schnell in einem homogenen 
Assay unter definierten Pufferbedingungen ermittelt werden und liefert unter geeigneten 
Bedingungen einen jeweils charakteristischen Wert fur verschiedene Zielmolekiiltypen. 

Im Fall der Prionkrankheiten ist aufgrund des Vorkommens verschiedener, in ihrem biolo- 
gischen Verhalten unterscheidbarer Erregerstamme (vgl. 1.) auch in Wirten mit identischer 
PrP-Primarstruktur davon auszugehen, dass verschiedene pathologische Formen von PrP 5 * 
existieren, die sich ofFenbar nur in Ihren Konformation oder Aggregatstruktur unterschei- 
den. Durch konformationsabhangig unterschiedliche Antikorperbindung sollten diese 
verschiedenen Formen oder Prion-Stamme bei Verftigbarkeit geeigneter monoklonaler 
Antikorper grundsatzlich unterscheidbar sein. So findet sich bei der Untersuchung von 
gereinigten PrP^-Aggregaten von Creutzfeldt-Jakob-Patienten in Abhangigkeit davon, ob 
es sich urn pathologisches Prionprotein vom Typ 1 oder Typ 2 handelt, ein unterschiedli- 
ches Bindungsverhalten der monoklonalen Antikorper 12F10 und Pri917. Sowohl beim 
Menschen als auch im Tierreich ist die Erregerstamm-Typisierung von grofier epidemiolo- 
gischer Bedeutung, hierbei ist von besonderer Relevanz die Identifizierung des BSE- 
Erregerstammes nach Ubertragung auf andere Spezies. Insbesondere beim Menschen durfte 
daniber hinaus eine Erregertypisierung auch prognostisch und eventuell therapeutisch 
bedeutsam sein. 

Die Typisierung uber relative Bindung verschiedener Sondenmolekule mittels SIFT hat 
dabei mehrere konzeptionelle Vorteile: 



1) Da jedes Zielmolekul separat analysiert wird, konnen grundsatzlich auch Mischungen 
verschiedener Zielmolekiile untersucht und das Mengenverhaltnis der Komponenten be- 
stimmt werden. 




2) Zur Typisierung gemigen Sonden mit einer maBig unterschiedlichen Affinitat zu den 
verschiedenen Zielmolekultypen, eine Alles-oder-Nichts-Bindung ist nicht erforderlich. 

3) Aus der Zuganglichkeit verschiedener, von unterschiedlichen Sondenmolekiilen er- 
kannter Epitope bei unterschiedlichen Typen/Erregerstammen konnen Ruckschlusse auf 
die raumliche Struktur gezogen werdeh. 

4) Es genugen geringe Mengen wenig konzentrierten Zielmolekuls, eine vorhergehende 
Reinigung ist nicht notig, wodurch das Zielmolekul auch unter nahezu nativen physio- 
logischen Bedingungen analysiert werden kann. 

5) Gegenuber etablierten Verfahren zur PrP 550 Typisierung (Westernblot) erlaubt das Ver- 
fahren einen schnellen Test in einem homogenen Assay, so dass ein groBe Probenzahl 
analysiert werden kann (diagnostisches oder Wirkstoff-Screening). 

4. Weitere Anwendungsbereiche 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist grundsatzlich nicht auf die unter Punkt 3. beschriebe- 
ne kohkrete Anwendung im Bereich der Typisierung verschiedener Prion-Stamme be- 
schrankt. Grundsatzlich ist eine Analyse verschiedenster subzellularer Partikel moglich, die 
sich mit fluoreszenzmarkierten Sonden markieren lassen. Die Vorteile, die unter Punkt 3. 
aufgefuhrt wurden, gelten hier analog. Insbesondere sind folgende Einsatzfelder zu nennen: 

a) Im Bereich der Prionkrankheiten ist neben der Erregerstammtypisierung die relative 
Bindung von PrP c verschiedener Spezies an Prionproteinaggregate einer bestimmten 
Spezies untersuchbar, was eine Abschatzung der jeweiligen Speziesbariere fur eine 
Krankheitsiibertragung ermoglicht. 

b) Andere (neuro-)degenerative Krankheiten mit Bildung amyloidartiger pathologischer 
Aggregate wie insbesondere der Morbus Alzheimer sind analog untersuchbar. Auch hier 
werden Subtypen pathologischer Aggregate mit potentiell unterschiedlicher diagnostic 
scher, prognostischer und therapeutischer Bedeutung erkennbar. 




c) Andere subzellulare Partikel werden analog untersuchbar, bis hin zur phanotypischen 
Analyse viraler Partikel. 

Figur 1 zeigt Zweifarben-Intensitatshistogramme von humanem PrPSc Typ 1 und Typ 2 

PrP-Material: Menschliches PrPSc wurde uns von der Arbeitsgruppe Prof. Gambetti 
(Cleveland) zur Verftigung ge^tellt. Anhand dieses Materials wurden die unterschiedlichen 
Subtypen der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankimg wurden durch Parchi et al. (1997) durch kon- 
ventionelle Methoden nach Straintypen (1/2) und den Polymorphistnus am Codon 129 des 
humanen Prionproteins differenziert. 

Fluoreszenzmarkierte Proben: 

Als Sonden wurden monoklonale Antikorper gegen das Prionprotein mit fluoreszenzfarb- 
stoffen markiert. PrP (AA 142-160) spezifischer Antikorper 12F10 (Krasemann 1996) 
(Institut fur Bioanalytik, Heiligenstadt) wurde mit durch Protein G Affinitatschromatogra- 
fie (AB purification Kit, Pharmacia) aus serumfreiem Zellkulturuberstand aufgereinigt und 
mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (AB labeling Kit, Amersham) markiert. 

PrP (AA 214-230) spezifischer Antikorper pri917 wurde durch den Service de Pharmacolo- 
gic et Immunologic (CEA, Saclay, France) zur Verftigung gestellt. Er wurde mit dem 
griinen Farbstoff Alexa488 (Molecular Probes) markiert. 

Fur die Messung wurde PrP-Material 1:10 in PBS + 0.1% NP-40 (Sigma) verdiinnt und 
fluoreszenzmarkierte Sonden mit einer Endkonzentration von c(12F10) = 12 nM und 
c(pri917) = 9 nM zugegeben. 

SIFT-Setup: 

Die Messung erfolgte in einem Zweifarben FCS Gerat (ConfoCor Prototyp, C. Zeiss, Jena). 
Das konfokale Detektionsvolumen wurde durch die ubereinanderliegenden Foci eines 
HeNe-Lasers (633nm) und eines Ar + Lasers (488nm) gebildet, die durch ein Mikroskop- 



objektiv in die Messkapillare fokussiert wurden. GroBe und Form des Detektionsvolumens 
wvtrden durch Autokorrelationsrnessungen mit einer Rhodamin Green Farbstofflosung 
bestimmt. Das Messgerat war mit einem Positioniertisch ausgestattet (Marzhauser, Wetz- 
lar), der es erlaubte, die Probe mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/s wahrend der Mes- 
sung abzufahren. die Messung erfolgte 600s bei 22°C. Das Fluoreszenzsignal beider Ka- 
nale wurde in einer Mehrkanal-Zahlerkarte iiber Intervalle von 500 us summiert. Die 
Haufigkeit, mit der eine bestimmte Zahl an Photonen beider Kanale auftrat wurde in einem 
zweidimensionalen Intensitatshistogramm gespeichert. 

Figur 2 zeigt die relative Verteilung des Signals der gebundenen PrP spezifischen Sonden 

(12F10-Cy5) und (pri917-Alexa488) fur menschliches PrPSc (129 MZM) Typ 1 und PrPSc 
(129 M/M) Typ 2. Im Signal des MM1 PrP ist der Anteil beider Sonden annahernd gleich 
wahrend das Signal der MM2 Aggregate weniger als 20% rotes (12F10) Signal enthalt. 

Quantitative Auswertung: 

Um die relative Bindung der Antikorpersonden am PrP-target zu quantifizieren wurde die 
relativen Anteile des griinen und roten Fluoreszenzsignal am hochintensen Signal der SIFT 
Messung bestimmt. In einem ersten Schritt wurde das Maximum der zweidimensionalen 
Intensitatsverteilung bestimmt (1^. Das Signal der freien Sonden wurde durch eine 

Schwelle von ^*I n)ax vom hochintensen Signal abgetrennt. Das Intensitatshistogramm wur- 
de entsprechend dem relativen Signal der roten und der griinen Sonden in Sektoren aufge- 
teilt, in denen die Zahl der hochintensen Messkanale summiert wurde. 

Materialien 

Die Bezugsquellen der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Chromatographie- 
materialien und Proteinen sind im Folgenden aufgefuhrt. Alle verwendeten Chemi- 
kalien besafien die hochste erhaltliche Reinheit. Bei FluoreszenzfarbstofFen und Pro- 
teinen ist die Artikelnummer angegeben. Bezugsquellen von Materialien, die uns im 
Rahmen wissenschaftlicher Kooperationen zur Verfligung gestellt wurden, sind in 
den einzelnen Abschnitten angegeben. 
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Firma 



Material 



Artikelnr* 



Calbiochem, Nottingham (UK) 
MoBiTec, Gottingen 
Pharmacia, Freiburg 

Sigma, St. Louis, Mis (USA) 



VitroCom Inc., Mountain Lakes, NJ 
(USA) 

Wiederholdt & Hutter 
Fluoreszenzfarbstoffe 
Amersham, Arlington Heights, IL 
(USA) 

Molecular Probes, Eugene, OR 
(USA) 



NP-40 Detergent 10 % 492017 
Mikospinsaulen 
Sephadex G 75 
Sephadex G15 

Dulbecco's PBS D-7030 
SDS 

Tween20 

Glaskapillaren (50 x 2.6 x CI-3520 
0.2 mm) 

Deutscher Wappenlack 



Cy5 Labeling Kit 



PA35000 



Proteine 



Bachem AG 



Sigma, St. Louis, MI (USA) 



Alexa Fluor 488 Labeling A-10235 
Kit 

FluoSpheres (505/515) F-8888 

Oregon Green 488 Labeling F-6154 
Kit 



Amyloid ^-Protein (1-42) H-1368 

(Lot: 
511908) 

Proteinase K P2308 
bovines Serum-Albumin A2153 
(BSA) 



Puffer und Stammlosungen 

Die folgende Liste enthalt alle verwendeten Puffer und Stammlosungen, die mit de- 
mineralisiertem Wasser angesetzt worden sind, sowie ihre Abkiirzungen. Pufferlosun- 
gen wurden vor Verwendung durch einen Membranfliter (0.22 M m, Millipore) steril- 
filtriert. 



A llkii Tanner 


Zusammensetzung 






A 13 

Axr 


SDS 




3 % (w/v) 




Tris-HCl 


pH 6.8 


60 mM 


Ab 


NaCl 




lOOmM 




KAc/HAc 


pH 5.0 


10 mM 


T~> tp» _ _ rp 

13— JP utter 


Na 2 HP0 4 /NaH 2 P0 4 


pH 7.0 


20 mM 


E-Puffer 


Glycin-HCl 


pH 2.7 


100 mM 


N-Puffer 


Tris-HCl 


pH 7.0 


1 M 




Na 2 HP04/NaH 2 P04 


pH 7.2 


10 mM 


NaP2 


Na2HP0 4 


pH 8.4 


0.5 M 


NaC 


NaaCOa 


pH 9.2 


1 M 


Lyse— Puffer 

• 


NaCl 
EDTA 




lOOmM 
10 mM 




NP-40 

Na-Desoxycholat 
Tris-HCl 


pH 7.4 


0.5% (v/v) 
0.5 % (w/v) 
10 mM 


±-\Db 


NaCl 




lOOmM 




Na2HP0 4 /NaH 2 P04 


pH 7.2 


10 mM 


PBSN 


NaCl 




lOOmM 




Na2HP0 4 /NaH 2 P0 4 


pH 7.2 


10 mM 




NP-40 




0.1 % (w/v) 




NaCl 

Na2HP0 4 /NaH 2 P0 4 
SDS 


pH 7.2 


lOOmM 
10 mM 

0.2 % (w/v) 


RIPA 


NaCl 
EDTA 




lOOmM 
1 mM 




NP-40 

Na-Desoxycholat 
Tris-HCl 


pH 7.4 


1 % (v/v) 
0.5 % (w/v) 
10 mM 
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Prionprotein 

rPrP Als Modellsystem zur Untersuchung der Aggregation des Prionproteins wurde 

vornehmlich ein in E. Colt erzeugtes rekombinantes Prionprotein verwendet, das ho- 

molog zu den Aminosauren 90-231 des Prionproteins des syrischen Hamsters war. Es 

entsprach damit dem proteaseresistenten Kern des pathologischen PrPSc, war anders 

als das natiirliche Protein jedoch nicht glykosyliert und besafi keinen Membranan- 

ker. Ansonsten entsprach seine Stniktur den Aminosauren 90-231 aus Abbildung 

2.5. Das Protein wurde in einem STII TIR Vektor im E. Coli. Stamm 27C7 expri- 

miert wie von Mehlhorn beschrieben f75l- Das Protein lag als Stammlosung einer 
Konzentration von 1 mg / ml in PBS + 0.2 % SDS vor. 

Prion Rods Die Preparation des aggregierten PrP (27-30) aus syrischen Hamstern, 
den sogenannten prion rods, ist in [96] beschrieben. Das Protein lag sonifiziert in 
einer Konzentration von 30 /zg/ml in NaPi + 0.2 % SDS (w/v) vor. 

Beide Proteine wurden in der Arbeitsgruppe von S.B. Prusiner (San Francisco) 
hergestellt und uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe D. Riesner (Dfisseldorf) 
zur Verfugung gestellt. 

Antikorper 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene spezifische Antikorper gegen Epitope 
des Prionproteins und des Aj3 (l^J2)-Peptids verwendet. Sie sind im Folgenden 
aufgeffihrt. 

Der Antikorper Pri917 ist gegen die Aminosauren (214-230) des menschlichen 
PrP gerichtet. Er wurde vom 'Service de Pharmacologic et d'lmmunologie', CEA, 
Saclay entwickelt. 

Der Antikorper 3F4 ist gegen die AS (109-112) des Hamster-PrP gerichtet und 
besitzt eine etwas schachere Affinitat zu humanem PrP. Er wurde in der Arbeits- 
gruppe H. Diringer / M. Beekes (RKI, Berlin) hergestellt [61]. 

Der Antikorper 15B3 erkennt spezifisch die aggregierte PrP 5c Isoform. Er wurde 
von der Firma Prionics (Schweiz) hergestellt. Die angegebenen Antikorper wurden 
uns im Rahmen des BMBF-Verbundprojektes Prionkrankheiten fiber die Arbeit- 
gruppe H. Kretzschmar (Gottingen) zur Verfugung gestellt. 

Der Antikorper 12F10, der gegen AS (142-160) des humanen PrP gerichtet ist 
(Krasemann [62]). Er wurde fiber die Firma IB A, Heiligenstadt bezogen. 

Der A^-spezifische Antikorper 6E10, der gegen den N-Terminus der A£-Peptide 
(1-17) gerichtet ist, wurde uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe J. Wiltfang 
(Gottingen) zur Verfugung gestellt. 



# 



- 12 - 

Im Folgenden sind verwendete kommerziell erhaltliche Antikorper aufgefiihrt: 
Bezeichnung Antigen Artnr. Hersteller 



MAM1 (IgM) ^-Amyloid T-0009 BMA 
(1-40) 

Anti-IL8 (IgGl) humanesIL-8 A-8326 Sigma Biosciences, St. 

Louis, Mis (USA) 

Anti-A40 (Se- 0- Amyloid 1-40 1-2519 Sigma Biosciences, St. 

rum ) Louis, Mis (USA) 

pAB42 (polyklo- ^-Amyloid 1-42 PC150 Oncogene Cambridge 

naler AK) MA (USA) 

Liquorproben 

Fiir die diagnostsche Untersuchung wurde Spinalliquor von Patienten verwendet, die 
im Rahmen der deutschlandweiten epidemiologischen CJD Studie (BMG-Projekt 
325-4471-02/15, s. auch [133],[134]) gewonnen worden sind. Die Entnahme im Rah- 
men der Studie erfolgte unter Zustimmung der Patienten. Sie ist von der Ethikkom- 
mission der Universitat genehmigt. 

Fur die CJD Diagnostik wurde Spinalliquor von 37 Patienten verwendet, die an 
neurodegenerativen Erkrankungen litten. Darunter befanden sich 11 neuropatholo- 
gisch gesicherte Falle, sowie 13 Falle, deren Diagnose nach epidemiologischen Kri- 
terien [126] als wahrscheinlich gait. 

Zur Alzheimer Diagnostik wurde Spinalliquor von 6 Patienten, deren Diagnose 
der Alzheimer Demenz anhand biochemischer (Konzentration A0 42 / 40 / 38), 
neurologischer sowie psychologischer Kriterien gesichert war, sowie von 12 Kon- 
trollpatienten verwendet. Die Liquorproben wurden im Rahmen der neurologischen 
Routinediagnostik gewonnen. Die Proben der klinischen Studien sind hinsichtlich 
ihrer Vorbehandlung nicht standardisiert. Sie wurden nach der Abnahme bei -70°C 
gelagert und fiir biochemische Untersuchungen mehrmals aufgetaut. 

Spinalliquor von 5 AD Patienten sowie 4 Kontrollpatienten, wurde in der Ar- 
beitsgruppe M. Haupt (Universitatsklinikum Dusseldorf) eigens fiir die liquordia- 
gnostische Anwendung gewonnen und nach einem proprietaren Verfahren asserviert 
(Evotec Analytical Sy terns, Erkrath). 
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Figur 3: Schematischer Aufbau der konfokalen Zweifarben-Fluoreszenz- 

Korrelations-Spektroskopie 

Messaufbau der FCS 

Als Basis fur die Aggregationsmessungen diente ein Zweifaxben-Kreuzkorrelations 
FCS-Aufbau. Diese Technik wurde von Schwille entwickelt, theoretisches Konzept 
und praktischer Aufbau sind in [109] ausffihrlich beschrieben. Auf Grundlage dieses 
Aufbaus wurde von der Firma C. Zeiss (Jena) ein kommerzieller Prototyp entwickelt, 
an dem die Aggregationsmessungen durchgefuhrt wurden. Fur die SIFT-Messungen 
wurde der Prototyp urn eine Ansteuerung zum Scannen der Probe und um eine 
Messkarte zur Intensitatsanalyse erweitert. 

Der Messaufbau ist in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt. Der Strahl eines 
Ar-Ionen Lasers (488 nm) und eines He-Ne Lasers (633 nm) werden xiber eine single- 
mode Glasfaser, eine Aufweitungsoptik und einen doppelten Dichroiten parallel in 
den Strahlengang eingekoppelt und durch ein Mikroskopobjektiv (x40 bzw. x63) 
in der Messlosung fokussiert. Die Brennpunkte beider Strahlen bilden das offene 
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Messvolumen der FCS. Die Apertur des Objektives wird vollstandig ausgeleuchtet, 
so dass fur den blauen Fokus em Radius von 0.25 /im (x40) bzw. 0.19 fim (x63) 
resultiert. Die Abbildung der Foci ist nicht vollig ideal, der Radius des roten Brenn- 
punktes ist um ca. 20 % groBer als der des griinen Fokus, die Mittelpunkte beider 
Foci weichen um ca. 50 nm voneinander ab. Der grime Fokus liegt damit jedoch 
noch vollstandig innerhalb des roten. 

Das Fluoreszenzlicht wird tiber das Mikroskopobjektiv gesammelt und konfokal 
auf einem Pinhole abgebildet. Das Pinhole kann in Durchmesser, und in x-y-z-Achsen 
durch Schrittmotoren gesteuert werden. Das parallelisierte Fluoreszenzlicht wird 
fiber eine Dichroit/Filterkombination in rote und griine Emmision gespalten und 
auf zwei Avalanche-Photodioden (APD) fokussiert. Die APD besitzen eine Detekti- 
onseffizienz von ca. 70 % und erzeugen fur jedes detektierte Photon einen TTL-Puls. 
Das TTL-Signal wird fiber eine Verstarkerweiche (Eigenbau, R. Weise) gleichzeitig 
an eine Hardwarekorrelatorkarte (ALV-5000, ALV, Langen) zur Korrelationsanaly- 
se und an eine Multichajinel-Scaler-Timer (MCS) Karte (MCD-2, FAST GmbH, 
Unterhaching bzw. C. Zeiss, Jena) zur Intensitatsanalyse des Signals weitergeleitet. 

Bei den Messungen kamen zwei Objektiv/Pinhole Kombinationen zum Einsatz: 

• Objektiv x40 / 1.2 N.A. (Zeiss) und 50 jum Pinhole 

• Objektiv x63 / 1.2 N.A. (Olympus) und 30 fj,m Pinhole. 

Wo nicht anders angegeben betrug die Leistung der Anregungslaser 57 fiW (488 
nm) bzw. 53 /zW (633 nm). 

Scanning 

Zum Scannen der Probe wurde die Messlosung in eine Glaskapillare von 50 mm 
Lange, 0.18 mm Wandstarke und einem Innenquerschnitt von 2.6 x 0.2 mm gefiillt. 
Das Probenvolumen betrug dabei 20 /A. Die Enden der Messkapillare wurde durch 
einen Lack auf Kollophoniumbasis auf einem Objektglastrager befestigt und dabei 
gleichzeitig versiegelt (s. Abb. 3.2 kleines Bild). 

Das Scannen der Messlosung wurde durch Ansteuerung des Positioniertisches des 
FCS-Messaufbaus (Marzhauser, Wetzlar) liber eine Makrosprache (WinBatch, Wil- 
son Window Ware, Seattle WA, USA) realisiert. Innerhalb des Confocor Steuerpro- 
grams (C. Zeiss, Jena) wurde ein Feld von 2 x 20 Punkten definiert, deren Abstand 
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und uns zusammen mit einer Messkarte freundlicherweise durch die Fa. Zeiss zur 
Verfugung gestellt. Die in Kapitel 4.2 beschriebene Auswertung, sowie die grafische 
Darstellung der Intensitatshistogramme erfolgte iiber Perl-Rbutinen, die z.T. von 
Herrn H. Dunkel (MPI, Gottingen) erstellt wurden. 

Fluoreszenzmarkierung von Proteinen 

Voraussetzung fur die Untersuchung der Dynamik von Proteinen auf der Ebene ein- 
zelner Molekiile durch die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie ist deren efEzente 
Anregung im Messaufbau. Zur Markierung von Proteinen hat sich die Kopplung von 
Fluoreszenzfarbstoffen an die primare Aminofunktion von Lysinen oder an das N- 
terrainale Ende des Proteins bewahrt. Um eine ausreichende Zahl an Photonen je 
Molekiil zu detektieren, werden die Farbstoffe in der FCS bis zur Sattigung, d.h. mit 
Intensitaten von mehr als 10 kW/cm 2 angeregt. Viele Farbstoffe, so das haufig zur 
Proteinmarkierung eingesetzte Fluorescin-Isothiocyanat (FITC), unterliegen dabei 
in einem hohen Mafie Bleich- und Triplettprozessen. Andererseits wird die Fluores- 
zenz von bewahrten FarbstofFen der FCS, so z.B. von TMR und Rhodamin Green, 
bei Kopplung an Proteine stark geloscht [79]. 

Evaluierung der Fluoreszenzfarbstoffe 

Verschiedene kommerziell zur Kopplung an Proteine verfugbare Farbstoffe wurden 
auf die Verwendung in der FCS gepriift. Entscheidend ist einerseits die maximale 
Anzahl detektierbarer Photonen je Molekiil und Sekunde (cpms), sowie der Anteil 
der Molekiile im Triplettzustand. Fur die Anregung bei 488nm erwiesen sich die 
Fluoresceinderivate Oregon Green und Alexa488 als optimal fur die Anwendung in 
der FCS, wobei der Alexa488-Farbstoff erst im Laufe dieser Arbeit erhaltlich wurde 
(s. Tab. 3.4). Fiir die Anregung bei 633nm konnte zur Proteinmarkierung der bereits 
in der FCS etablierte Cyaninfarbstoff Cy5 eingesetzt werden. 

Markierung des Prionproteins 

Bei der Derivatisierung von Proteinen besteht stets die Gefahr, die Eigenschaften 
des markierten Proteins zu beeinflussen. Um den Einfluss des Fluorophors zu mi- 
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Tabelle 3.4: Relative Quantenausbeute und Triplettanteil von Fluoreszenzfarbstoffen zur 
Proteinmarkierung, Anregung bei 488nm (Cy5 633nM), Leistung 50 /iW, Fokusdurchmes- 
ser 0,44 fim.. 





cpms [kHz] 


TViplett [%} 


Photostabilitat 


FITC 


13 


60 




Oregon Green 


21 


45 


+ 


Cy2 


14 


36 


(+) 


Alexa 488 


80 


32 


++ 


Cy5 (rot) 


70 


35 


++ 



nimieren wurden bei alien Markierungsansatzen Bedingungen gewahlt, die zu eine 
unvollstandigen Markierung des Proteins fiihrten, so dass maximal ein Farbstoffmo- 
lekiil an ein Proteinmolekiil gekoppelt wurde. 

Zur Markierung des PrP mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy5 (rot), bzw. Oregon 
Green488 oder Alexa488 wurde ein aminoreaktiver Succinimidylester des Farbstoffes 
an eine primaare Aminogruppe eines Lysins des Proteins gekoppelt. Ein Aliquot des 
Farbstoffes (ca. 100 /zg) wurden in 50 (A DMSO gelost. Jeweils 3 /A des Farbstoffs 
wurden zu 100 /zl rPrP (90-231) (100 //g/ml) in NaP2 zugegeben und in der Dunkel- 
heit 1 h bei RTgeriihrt. Mikrospinsaulen (Mobitec) mit Sephadex G-75 (Pharmacia) 
wurden mit 3 * 350 (A PBSS equilibriert (Zentrifugation 1 min, 750 g). Nach der Re- 
aktion wurde das Produkt von viberschussigem Farbstoff xiber zwei Mikrospinsaulen 
getrennt (Zentrifugation 3 min, 750 g). 

Der Anteil markierter Molekiile betrug fur PrP-Oregon Green 4 % und fur PrP- 
Cy5 14 % unter Annahme eines Fluorophors/Proteinmolekiil (s. Kap. 3.3.4). 



Markierung der Antikorper 

Mikrospinsaulen (Mobitec) mit Sephadex G-15 (Pharmacia) wurden mit 3 * 350 
fA PBSN equilibriert (Zentrifugieren 1 min, 750 g). 5-20 fA Antikorper (c = 0.1 - 
1 mg/ml) wurden mit PBSN auf 30 ^1 aufgefullt und iiber die Spinsaule in PBSN 
Puffer iiberfuhrt (Zentrifugation 3 min, 750 g). Nach Zugabe von 3 ^1 NaC und 
1.5 /xl Cy5 bzw. 3 fil Oregon Green oder Alexa488 (2 /ig//il in DMSO) wurde ii.N. 
bei 4°C stehengelassen. Die markierten Antikorper wurden iiber eine Mikrospinsaule 




- 17 - 



mit Sephadex G-75 (Pharmacia) gereinigt (3 min, 750 g), die mit PBSN aquilibriert 
war. Nach erneuter Elution mit 30 fd PBSN wurde eine zweite Praktion markierter 
Antikorper erhalten. Konzentration des Antikorpers und Anteil an freiem Farbstoff 
(< 5%) wurden durch Autokorrelationsmessung in der FCS bestimmt. 

Bestimmung des Markierungsverhaltnisses 

Die Proteinkonzentration wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm und ei- 
ner Schichtdicke von 1 cm in einem Spektralphotometer (Lambda 17, Perkin El- 
mer) bestimmt. Anhand des Absorptionsspektrums des freien Farbstoffes wurde 
zur Korrektur der Konzentration des markierten Proteins das Absorptionsverhaltnis 
a = E 28o/ E Lix d «s Farbstoffe bestimmt (Alexa488, Oregon Green: = 495 nm, 

Cy 5: ^Wr = 650 nm )« Die Konzentration des markierten Proteins c P berechnet sich 
nach: 

Cp = - aE^) • lfa/l)" 1 1/m [M] (3.1) 

mit m als Molmasse des Proteins (g/mol). Die Konzentration des Fluorophors c F 
berechnet sich anhand des Extinktionskoeffizienten des Farbstoffs e: cf = E F • 

r max 

C (SoregonGreen = 7.0 - 10* M^cmr 1 , S AlexaA ^ = 7.1 • 10* M" 1 CfTT 1 , £ Cy 5 = 2.5 • 

lO 5 ^- 1 cm -1 ). Das Verhaltnis von c F /c P bezeichnet die mittlere Zahl der Fluo- 
rophore pro Proteinmolekiil. 

Konzentrationsbestimmung durch FCS— Messung 

Die Endkonzentration der fluoreszenzmarkierten Sonden, sowie der Anteil an freiem 
Farbstoff wurde nach Gleichung 2.25 durch Autokorrelationsmessungen bestimmt. 
Der Strukturparameter zo/co 0 , sowie die DifFusionszeit des freien Farbstofis wurde 
anhand von Autokorrelationsmessungen von Alexa488- und Cy5-Farbstofflosungen 
bestimmt. Das effektive Detektionsvolumen 7wl.3x 4/37ru^2 0 (s. Gl. 2.22) wurde 
anhand der Messung einer Rhodamin Green Losung (D RG = 2.8 • 10" 10 m 2 5- 1 ) iiber 
ojq = (4Dt d )-V 2 (s. Gl. 2.21) berechnet. Die Grofie des Messvolumens betrug fur 
das x40 Objektiv 0.4 fl (v 0 = 0.25/im, r D = 55/js) und fur das x63 Objektiv 0.2 fl 
(u/ 0 = 0.19/xm, r D = 32 jjs). 
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P r P— Aggregat ionsexp eriment e 

Proteinlosungen wurden im Verhaltnis PrP-Oregon Green / PrP-Cy5 4:1 gemischt, 
um ein aquimolares Verhaltnis der markierten Proteine zu erhalten. Dei Prote- 
inlosung wurde mit PBS + 0.2 % SDS (w/v) auf die 20-fache Konzentration der 
Messung eingestellt. Um den Aggregationsprozess zu initiieren wurde das Prote- 
in 20-fach mit PBS auf eine SDS Konzentration von 0.01 % verdiinnt und in den 
Probentrager gegeben. Referensprob en wurden entsprechend in PBS + 0.2 % SDS 
verdiinnt. 

Im beschriebenen Messaufbau wurde eine Serie von Korrelationskurven des Ag- 
gregationsansatzes aufgenommen wobei die Messzeit der Einzelmessungen 15 s fin- 
Auto- und 30 s fur Kreuzkorrelationsmessungen betrug. Die Auswertung erfolgte 
nach Gleichungen 2.25 und 2.33 iiber einen nichtlinearen Marquardt-Algorithmus 
durch die Auswertungssoftware FCS-Access (Evotec Biosystems, Hamburg). Fur 
die Auswertung der Kreuzkorrelationskurven wurde eine Diffusionskomponente ver- 
wendet, die Autokorrelationskurven wurden durch eine Komponente fur den freien 
Fluorezenzfarbstoff (Oregon Green: 55 /xs, Cy5 90 jus) und eine zweite fur das PrP 
angepasst. Der Strukturparameter z q /uj 0 wurde durch Messung der freien Farbstoffe 
bestimmt und im Folgenden fixiert. 



Fur das 'Scannen intensiv fiuoreszierender Targetmolekiile' (SIFT), d.h. fur die Mes- 
sung am diagnostischen Modellsystem von C JD und AD wurden prion rods bzw. A£- 
Aggregate in der angegebenen Konzentration in Liquor bzw. Puffer in einem silani- 
sierten Probengefafi (G. Kisker, Miihlhausen) auf ein Volumen von 18 jul verdiinnt. 2 
lA einer Mischung fluoreszenzmaxkierter Sonden in PBSN wurde zugegeben, so dass 
die Endkonzentration der Sonden 6 nM (Antikorper) bzw. 10 nM (PrP) betrug. Fiir 
die Messung der Liquorproben von AD und CJD Patienten wurde 2/zl Sondenmix 
direkt zu 18 /il Liquor zugegeben. Eine Messkapillare wurde kontaminationsfrei mit 
der Probe befullt und anschliefiend versiegelt. Die Messung erfolgte fur 300 s bzw. 
600 s bei 22°C mit einer Scangeschwindigkeit von 1 mm/s. Kontaminiertes Material 
wurde durch Autoklavieren (2 h, 140°C) oder Behandlung mit 2 M NaOH (min. 2 



SIFT-Messungen 
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h) dekontaminiert. 

Afi Aggregate 

Afi Peptid (1-42) wurden in lyophylisierter Form von der Firma Bachem Feinchemi- 
kalien (Heidelberg) bezogen. Zur Erzeugung von voraggregiertem A/3 (1-42) wurde 
das Peptid in DMSO gelost (c = 5 mg/ml), auf eine Konzentration von 10 fxM in 
AS-Puffer yerdiinnt, und 2 h inkubiert. Aliquots des Aggregationsansatzes wurden 
in PBSN auf die angegebene Konzentration verdiinnt. 

Fur die Adsorptionsmessung wurde aggregiertes A/3 (1-42) zunachst auf 10 /zM in 
PBS verdiinnt. Aliquots wurden in den untersuchten Medien 1:10 verdiinnt, mit An- 
tikorpermix versetzt (6E10-Cy5, pAB42-Alexa488, c = 6 nM), in die Messkapillare 
gefiillt und versiegelt. Messung und Lagerung erfolgte bei 22°C im SIFT-Aufbau (s. 
Kap. 3.2,*Messzeit 300s, Binweite 500/js, Schwelle 8 -J^) 

Aufreinigung von Ant ikor pern 

Antikorper 12F10 wurde iiber Protein G Affinitatschromatographie (MAbTrap G II, 
Pharmacia) aus serumfreiem Zellkulturiiberstand aufgereinigt. Die Saule wurde mit 
5ml bidest. H 2 0 gespiilt und mit 3 ml B-Puffer equilibirert. 15 ml Kulturiiberstand 
wurden mit 15 ml B-PufFer versetzt und mittels einer sterilen Kunststoffspritze durch 
einen Membranfilter (0.45 /xm, Millipore) auf die Saule aufgetragen. Die Saule wurde 
mit 3 ml B-Puffer gespiilt, bis die Absorption (Essonm) des Durchlaufe auf den Wert 
des Puffers abgesunken war. Es wurde mit 4 ml E-Puffer eluiert. Das Eluat wurde 
in 10 Fraktionen aufgefangen/in denen jeweils 20 j/1 N-Puffer vorgelegt waren. Der 
Antikorper wurde in Fraktion 3 (400//1) eluiert. Durch Absorptionsmessung wurde 
die Konzentration auf 350 ^g/ml bestimmt. Es wurden 0.1 % (v/v) NP-40 und 
0.005 % NaN 3 zugegeben und das Produkt bei -20°C gelagert. 

Western Blot 

Zur Konzentrationsbestimmung durch Western blot wurden prion rods in Liquor 
von Patienten ohne Anzeichen neurodegenerativer Erkrankungen verdiinnt. Scrapie- 
infiziertes Hamsterhirn (Stamm 263 K) wurde mit 9 Teilen Lyse-Puffer homogeni- 
siert und 30 min bei 37°C mit Proteinase K (100 jug/ml) inkubiert. Der Verdau 




entlang der Kapillarrichtung 20 mm und 10 /zm quer zur Kapillare betrug. Die 
Punkte diese Feldes wurden so angesteuert, dass die Kapillare relativ zum Mikro- 
skopobjektiv maanderformig mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/s bewegt wurde. 

Intensitatsanalyse 

Sowohl Aufaahme der Spur der Fluoreszenzintensitat als auch die Intensitatsanalyse 
erfolgten auf einem separaten Messrechner durch eine MCS-Karte (C. Zeiss, Jena). 
Histogramme der Fluoreszenzintensitat wurden mit der Software Origin 6 (Microcal, 
Northampton, MA USA) erstellt. Ein Programm zur automatisierten Erstellung 
von Intensitatshistogrammen wurde von Herm M. Loth (C. Zeiss, Jena) erstellt 
wurde durch Zugabe von 5 raM PMSF und Aufkochen in Auftragpuffer gestoppt. 10 
/il wurden auf einem 12.5 % SDS-Polyacrylamid-Elektrophoresegel getrennt. Nach 
Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (0.45 /mi, Bio-Rad, CA) wurde das PrP 
durch Inkubation mit 3F4 als Primar-Antikorper und an alkalische Phosphatase ge- 
koppeltem Ziege-anti-Maus Sekundar-Antikorper detektiert. Die Phosphataseakti- 
vitat wurde durch das CDP-Star Chemiluminiszenz-System (Tropix Inc., Bedford 
MA) auf Hyperfilm ECL (Amersham, IL) sichtbar gemacht wie von den Herstellern 
angegeben. Der Nachweis von rPrP erfolgte analog, jedoch ohne PK-Verdau. Wo er- 
forderlich, wurde das PA-Gel anschliefiend mit Coomassie Blau angefarbt (30 min, 
RT). 
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Ergebnisse 



Die Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurden, lassen sich 
zwei thematischen Komplexen zuordnen. Der erste Themenkomplex umfasst die Un- 
tersuchung des Aggregationsprozesses des Prionproteins PrP durch Messungen der 
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS). Als Modellsystem diente ein rekom- 
binant hergestelltes Fragment des Hamster-PrP, im Folgenden kurz rPrP (90-231) 
genannt, das in seiner Aminosauresequenz dem proteaseresistenten Kern des pa- 
thologischen PrP 5c entspricht. Dieser Kern des PrP 5c bildet fibrillare Aggregate, in 
denen die Infektiositat erhalten bleibt [96]. Zur Untersuchung in der FCS mussten 
die PrP-Molekiile zunachst mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden, der sich 
einerseits mit hoher Quanteneffizienz anregen lasst, der andereseits aber moglichst 
wenig mit den Eigenschaften des Proteins interferiert. 

Der Prozess der Selbstaggregation des rPrP (90-231) wurde anhand von Messun- 
gen in der Zweifarben-Kreuzkorrelations-Fluoreszenzspektroskopie, kurz Kreuzkor 
relations-FCS, untersucht. Unter Verwendung von rot markierten und griin max- 
kierten Molekiilen lasst sich durch die Kreuzkorrelations-FCS direkt der Anteil an 
doppelt markierten Molekiilen bestimmen. Mit diesem Ansatz konnte der Aggre- 
gationsprozess insbesondere in seiner initialen Phase untersucht werden, in der die 
Multimere noch klein sind, und sich aufgrund ihrer Diffusionszeit noch nicht exsdct 
von den Monomeren trennen lassen. Im Ubergang von Monomeren zu hochmolekula- 
ren Aggregaten liefien sich mehrere Phasen des Aggregationsprozesses differenzieren. 
Es zeigte sich auch, dass eine grofie Zahl fluoreszenzmarkierte PrP-Monomere an 
ein Aggregat angelagert werden. 



W - 22 - ^ 



Die Anlagerung zweier Arten fluoreszenzmaxkierter Sonden an ein pathologisches 
Aggregat liefi sich zum Nachweis einzelner Aggregate oder, allgemeiner, Zielmo- 
lekiile in Losung nutzen. Die Weiterentwicklung dieses Prinzips zu einem hochemp- 
findlichen Detektionsverfahren und dessen Anwendung in der Liquordiagnostik der 
Creutzfeldt- Jakob Erkrankung (CJD) und von Morbus Alzheimer bildeten den zwei- 
ten Themenkomplex der vorliegenden Arbeit. Zu diesem Zweck wurde ein Verfahren 
entwickelt, um das Signal einzelner hochmarkierter Aggregate vom Hintergrund der 
Sondenmolekule zu trennen und zu quantifizieren. Durch Verwendung hochaffiner 
Antikorper als Sondenmolekule liefien sich Detektionssensitivitat und -spezifitat ent- 
scheidend steigern. Der Einsatz zweier unterschiedlich markierter Sonden erlaubte 
es weiterhin, das spezifische Signal markierter Aggregate von dem unspezifischen 
Signal aggregierter Sondenmolekule zu trennen. Weiterhin liefien sich die Aggregate 
anhand der relativen Bindungsaffinitat der Sonden charakterisieren. Experimentell 
konnten mit diesem Ansatz verschiedene Typen des pathologischen Prionproteins, 
die sich in ihrer Konformation unterschieden, differenziert werden. Die Sensitivitat 
der Detektion wurde an einem Modellsystem von pathologischen PrP-Aggregaten, 
sogenannten prion rods, evaluiert und mit der Kreuzkorrelationsanalyse verglichen. 
Die Untersuchung der diagnostischen Modellsysteme zeigt zugleich auch die Grenzen 
des Verfahrens und Ansatzpunkte zu weiteren Entwicklungen. 

Sowohl in Liquorproben von Creutzfeld^Jakob Patienten als auch von Alzhei- 
merpatienten liefien sich pathologische Aggregate nachweisen, die spezifisch fur die 
jeweilige Erkrankung waren. Im Falle von CJD war dies der erste direkte Nachweis 
des Erregers in Liquor. 

Aggregation des Prionproteins 

Das rPrP (90-231), das als Modellsystem der Prionaggregation untersucht wur- 
de, besitzt einige der Eigenschaften des PrP 5c . Wie von Post et al gezeigt, lasst 
sich durch Losen des Proteins in 0.2 % (w/v) des ionischen Detergenz Natrium- 
Dodecylsulfat (SDS) und anschliefiendes Ausdiinnen des Detergenz eine Struktur- 
umwandlung a-helikaler Bereiche in ^-Faltblatt-Strukturen induzieren. Gleichzeitig 
wird ein Aggregationsprozess initiiert. 

Nach 24 stiindiger Inkubation des Proteins in 0.01 % SDS liefi sich ein Teil des 
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Tabelle 4.1: Abtrennung von aggregierten rPrP (90-231) durch Ultrazentrifugation. Die 
Proteine wurden bei der angegebenen Konzentration an SDS fur 24 h bei 37° C inku- 
biert. Die Abtrennung der Aggregate erfolgte durch Ultrazentrifugation fur lh bei 10 5 g. 
Uberstand (Ub) und Pellet (P) wurden durch SDS-PAGE analysiert. Die Proteine wurden 
mittels Western blot und Coomassie-Farbung nachgewiesen (s. Kap. 3.5.3). 
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PrP (90-231) durch Ultrazentrifugation pelletieren, wahrend es bei 0.2 % SDS voll- 
standig in Losung blieb. Das als Referenz verwendete BSA blieb unter beiden Be- 
dingungen vollstandig in Losung (s. Tab. 4.1). 

Der Austausch eines Teils des Proteins durch das fluoreszenzmarkierte Derivat 
ermoglichte es, die Grofienanderung der markierten Partikel und damit den Aggre- 
gationsprozess anhand der Fluoreszenzkorrelation zu verfolgen. Abbildung 4.1 zeigt 
die Korrelationskurven des Prionproteins vor Initiation des Aggregationsprozesses, 
PrP nach 1 h Inkubation sowie das pelletierte und resuspendierte PrP nach 24 h. Die 
Kurven wurden nach dem Modell fur die dreidimensionale Diffusion (s. Gl. 2.24) mit 
zwei Diffusionskomponenten fur das Protein und einer zweiten fur den freien Farb- 
stoff angepasst. Die Diffusionszeit roi// nahm beim Ausdiinnen des Detergenz um 
etwa 20 % zu. In der pelletierten Probe war eine erhebliche Erhohung der Diffusi- 
onszeit festzustellen. Die Korrelationkurve liefi sich zudem nur unzureichend durch 
ein Modell mit zwei Diffusionskomponenten anpassen. Die Grofie der Molekiile war 
offenbar heterogen, ein Teil des Proteins lag dabei in einer hochaggregierten Form 
vor. 

In der Intensitatsspur der Fluoreszenz zeigte sich diese hochaggregierte Kompo- 
nente durch das Auftreten von Spitzen im Fluoreszenzsignal, die deutlich aus den 
sonstigen Signalfluktuationen herausragten (s. Abb. 4.2). Im Folgenden werden die- 
se Signale kurz Peaks genannt. 
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Figur 4.1: Autokorrelationskurven des markierten rPrP (90-231)- Oregon Green 
(OrG). c(PrP)=100nM, C(PrP-OrG)=4nM) Linie: Earbstoff Oregon Green, Punkte: 0.2% 
SDS, Striche: 0.01% SDS, Strichpunkte: peUetiertes rPrP, Bedingungen wie in Tab. 4.1. 
Der Diffusions anteil der Korrelationskurven wurde auf eine Amplitude von 1 normiert. 

Korrelationsanalyse des Aggregationsprozesses 

In den weiteren Untersuchungen wurde der Verlauf des Aggregationsprozesses durch 
die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie verfolgt. Die unterschiedlichen Messan- 
satze liefern mehrere, z. T. komplementare Parameter. 

• Diffusionszeit und Amplitude der Autokorrelationsfunktion erlauben, die Grofie 
und die Gesamtkonzent ration N der markierten Molekiile zu bestimmen. In 
binaren Mischungen von Molekiilen unterschiedlicher Grofie lassen sich die 
Mischungsanteile nur dann sicher bestimmen, wenn zuvor die Diffusionszeiten 
bestimmt wurden und keiner der Anteile der Komponenten unter 10 % liegt. 
Mischungen mit mehr als zwei Komponenten lassen sich in der Regel nicht 
sicher charakterisieren. 

• Diffusionszeit und Amplitude der Kreuzkorrelation erlauben die Bestimmung 
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F i g u r 4.2: Fluoreszenzspur des markierten rPrP(90-231)-~ Cy5 bei einer Binweite von 
50 ms. c(PrP) = 30 nM, c(PrP-CyS) = 4 nM a) 0.2 % SDS, b) 0.05 % SDS Inkubation 
24 h bei 37° C. 

der Konzentation und Grofie soldier Partikel, die mindestens ein Fluorophor 
jeder Farbe enthalten. Eine doppelt markierte Komponente kann bis zu ei- 
nem Anteil von wenigen Prozent am Gesamtsignal von einfach markierten 
Molekiilen separiert und charakterisiert werden. 

• Die Fluoreszenzintensitat je Molekul ist ein Mafi fiir die Zahl der gebunde- 
nen Fluorophore und damit auch der gebundenen monomeren Proteineinhei- 
ten. Damit kann sie ebenfalls zur Bestimmung der Aggregatgrofie dienen. 
Ohne Eichmessungen erlauben Quenchingeffekte jedoch nur eine qualitative 
Abschatzung. 

Beim Ausdiinnen des Detergenz zeigte die Autokorrelationsanalyse des markierten 
Prionproteins zunachst eine Erhohung der Diffusionszeit um 15-25 %, die bereits 
innerhalb der Probenvorbereitungszeit (< 1 min) erfolgte. Im Verlauf einer Stunde 
stieg die Diffusionszeit nur schwach an (s. Abb. 4.3). 
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Figur 4.3: Mittlere Diffusionszeiten r Di ffdes markierten rPrP(90-231)- Oregon 
Green. c(PrP)=50nM) Punkte: 0.2% SDS, Quadrate 0.05% SDS. Die Diffusionszeit wurde 
durch Anpassung an ein Diffusionsmodell mit zwei Komponenten ermittelt. Die Diffusi- 
onszeit des freien Farbstofls wurde separat bestimmt und auf 52 fis fixiert. 

Eine 30 %ige Zunahme der Diffusionszeit entsprache bei globularen Molekiilen ei- 
ner Verdoppelung des Molekulargewichtes, also einer Dimerisierung. Inwieweit sich 
die Komponeten einer Mischung in der Korrelationsanalyse trennen lass en, hangt 
entscheidend von der Glatte der Messkurve, d.h. vom Signal / Rausch-Verhaltnis 
ab. In einem typischen FCS-Aufbau konnen durch Korrelationsanalyse nur Kompo- 
nenten voneinander getrennt werden, deren Diffusionszeit sich mindestens um den 
Faktor 1.6 unterscheidet [76]. Es lasst sich auf diese Weise also keine Aussage treffen, 
ob eine quantitative Dimerisierung erfolgt ist oder eine Mischung aus monomeren 
und oligomeren PrP Molekiilen vorliegt. 

Initiale Phase des Aggregationsprozesses 

Wesentlich genauer als im Autokorrelationssignal lasst sich der Verlauf des Aggre- 
gationsprozesses in der Kreuzkorrelations-FCS verfolgen. Dabei wird ein Teil des 
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Figur 4.4: Kreuzkorelationsmessung des markierten rPrP(90-231) . Der Aggrega- 
tionsprozess wurde durch Verdiinnen von 0.2% auf 0.01% SDS initiiert, c(PrP)=50nM, 
c(PrP-Cy5)=2nM, c(PrP-OrG)=2nM, T=25C. Links: Kreuzkorrelationskurven G(r) zum 
Inkubationszeitpunkt t: a) 1 min, b) 6 min, c) 20 min, d) 30 min, e) 130 min, f) Re- 
ferenzmessung in 0.2% SDS. Rechts: Initiate Kreuzkorrelationsamplitude wahrend der 
Agregation von rPrP(90-231) (Box). Die Bildung von Partikeln, die sowohl rote als 
griine Fluorophore inkorporiert haben, lasst sich durch eine irreversible Bindungsre- 
aktion Ai + B{ — ► AB{j zweiter Ordnung mit einer Geschwindigkeitskonstante von 
2 • lO^Af- 1 *" 1 modellieren (Linie). 

PrP mit einer griinen Fluoreszenzmarkiemng und ein anderer Teil mit einer rote 
Markierung versehen. Wiederum liegt unmarkiertes PrP im Uberschuss vor. Da in 
den Zahler der Kreuzkorrelationsfunktion nur solche Molekiile eingehen, die Fluoro- 
phore beider Farben tragen, ist die Amplitude der Kreuzkorrelation bei konstanter 
Gesamtzahl der Fluorophore ein direktes Mafi fur die Konzentration doppelt mar- 
kierter Molekiile (s. Gl. 2.31). In das Kreuzkorrelationssignal gehen also ausschlieB- 
lich dimere, oligomere und multimere Proteinaggregate ein. 

Abbildung 4.4 zeigt Kreuzkorrelationskurven zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
Einleitung des Aggregationsprozesses. Bei einer PrP-Konzentration von 50 nM stieg 




Figur 4.5: rechts: Korrigierte Aggregatkonzentration der Agregation von rPrP(90- 
231) der Messung 4.4. links: Auftragung der Fluorophorkonzentration N und des Anteils 
von PrP am Korrelationssignal gegen t. Beide Grofien wurden aus den Autokorrelations- 
funktionen bestimmt (s. Gl. 2.24). Die Abnahme von N liefl sich durch den Term N = 
iVbe - */* 0 anpassen (to (rot, griin) = 20 min). 

die Amplitude des Kreuzkorrelationssignals innerhalb von 20 min auf einen kon- 
stanten Wert an (s. Abb. 4.4 rechts). Im Zeitbereich von Stunden fiel sie dagegen 
wieder ab (s. Abb. 4.5). Die initiale Zunahme der Amplitude bis zu einem Satti- 
gungswert lasst sich durch einen quantitativen Bindungsprozess beschreiben. Aus 
dem einfachsten Modell einer Bindungsreaktion, einer irreversiblen bimolekularen 
Assoziationsreaktion, resultiert eine Geschwindigkeitskonstante der Assoziation von 
etwa 2 • 10~ 6 M- X s- 1 . 




" r 4.6: Anpassung einer Kreuzkorrelationskurve der Aggregation von rPrP(90- 
231) aus Messung 4.4 mit einer Diffusionskomponente nach Gl. 2.33 und Residuen. 

Aggregatgrofie 

Nahm man fur den initialen quantitativen Bindungsschritt bei niedriger PrP-Konz- 
entration an, dass zunachst Di- oder Oligomere gebildet werden, die nur ein Fluo- 
rophor jeder Farbe inkorporiert haben und deren Grofienverteilung relativ eng ist, 
so liefien sich diese Oligomere naherungsweise nach Gl.2.33 durch eine einzelne Dif- 
fusionskomponente des Kreuzkorrelationssignals beschreiben. Abbildung 4.6 zeigt 
die Gute der Anpassung fur eine Einzelmessung fur t = 30 min. Systematische Ab- 
weichungen des Fits liegen innerhalb der Fehlergrenzen der Messdaten. Eine detail- 
liertere Auswertung des Korrelationssignals ware nur bei einer grofieren Glatte der 
Kurven sinnvoll, die jedoch durch die Messzeit im Rahmen der kinetischen Messung 
begrenzt ist. 

Aufschluss fiber eine Heterogenitat der Molektilverteilung kann auch die in vers 
lineare Auftragung des Kreuzkorrelationssignals nach Gl; 2.35 geben. Fur ein hete- 
rogenes System mehrerer Komponenten ist eine deutliche Abweichung vom linearen 
Zusammenhang zwischen G(r)~ l und r zu erwarten. Abbildung 4.7 zeigt die inverse 
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F i g u r 4.7 : Invers-lineare Auftragung der Kreuzkorrelationsamplitude im Verlauf der 
Aggregation von rPrP(90-231) der Messung aus Abb. 4.4 a) t = 2 min, b) t = 260 min. 

Auftragung von G(r) bei t = 2 min und t = 266 min. Die zweite Messung zeigt 
dabei eine starkere Abweichung vom linearen Pnnktionszusammenhang. 

Die mittlere DifFusionszeit des Kreuzkorrelationssignals stieg im Verlauf des Ag- 
gregationsprozesses an. Ihr Anstieg verlief dabei deutlich langsamer als der Anstieg 
der Kreuzkorrelationsamplitude (s. Abb. 4.8). Dies deutet darauf hin, dass die in- 
itial gebildeten Di- und Oligmere durch Anlagerung weiterer Mono- oder Oligomere 
in ihrer Grofie wachsen. Die Inkorporation weiterer Monomere liefi sich parallel zur 
Diffusionszeit auch anhand der relativen Fluoreszenzausbeute verfolgen. Durch den 
Einbau weiterer markierter PrP-Molekule nahm die Zahlrate pro doppelt markier- 
tem Molekiil (cpms) zu. Wie Abb. 4.8 zeigt, korrelierte die Zunahme der Zahlrate 
mit der Zunahme der Diffusionszeit. 

Die Anpassung der Messdaten zeigt, dass die Grofie der aggregierten Molekiile 
im weiteren Reaktionsverlauf nicht homogen blieb, sondern zunehmend heterogen 
wurde. Durch die Messung der mittleren Diffusionszeit im Kreuzkorrelationssignal 
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9 4.8: Initiale Zunahme von Diffusionszeit und Zahl der detektierten Photonen 

der doppelt markierten Molekiile wahrend der Aggregation von rPrP(90-231). Mittlere 
Diffusionszeit (r) und relative Quanteneffizienz (cpm) wnrden aus dem Kreuzkorrelations- 
signal der Aggregationsmessung aus Abb. 4.4 durch Anpassung einer Diffusionskompo- 
nente bestimmt. 

wurde damit eine mittlere Molekiilgrofie bestimmt. Auf eine Heterogenitat der Ag- 
gregatgrofie deutet insbesondere die relativ starke Streuung der Aggregationszeiten 
im Laufe einer Messreihe hin. Mit zunehmender Messzeit nahm diese Streuung zu, 
und es traten vermehrt einzelne multimere Aggregate auf (s. Abb. 4.9). Da auch 
die Markierungsdichte zunahm, hatte schon die Detektion eines einzelnen groBen 
Aggregates entscheidenden Einfluss auf das Kreuzkorrelationssignal. 

Adsorptions- und Quenchingeffekte 

Die langsame Abnahme der Kreuzkorrelationsamplitude, die im Zeitbereich iiber 
30 min zu beobachten ist (s. Abb. 4.5), kann im wesentlichen durch zwei Prozes- 
se verursacht werden. Zum einen nimmt durch den Aggregationsprozess die Zahl 
der Molekiile insgesamt ab. Bei diesem Prozess nimmt die Gesamtfluoreszenz nur 
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F i g ur 4.9: Diffusionszeit der doppelt maxkierten Molekule wahrend der Aggregation 
von rPrP (90-231). Die mittlere Diffusionszeit Toi/f wurde aus dem Kreuzkorrelationssig- 
nal der Aggregationsmessung aus Abbildung 4.4 durch Anpassung einer Diffusionskom- 
ponente bestimmt. 

dann ab, wenn die relative Quantenausbeute der Monomere bei der Aggregation 
abnimmt. Zum anderen kann sich die Zahl der fluoreszierenden Molekule durch 
Wandadsorption verringern. Bei diesem Prozess ist die Abnahme der Fluoreszenzin- 
tensitat proportional zur Abnahme der Konzentration, die aus der Amplitude der 
Autokorrelationskurven bestimmt wird. In Abbildung 4.10 (links) ist die Abnah- 
me der. Konzentration der beiden fluoreszenten Sonden wahrend der Messzeit, in 
Abbildung 4.10 (rechts) das Verhaltnis zwischen Konzentration und Fluoreszenzin- 
tensitat aufgetragen. Beide sind im Verlauf der Messung proportional. Dies deutet 
darauf hin, dass Adsorptionseffekte entscheidenden Anteil an der Abnahme der Mo- 
lekiilkonzentration haben. Die Gesamtkonzentration der PrP Molekule (N) wurde 
experimentell iiber die inverse Amplitude der Autokorrelationsfunktion bestimmt 
(s. Gl. 2.22). N nimmt im Lauf des Aggregationsprozesses zunachst schnell ab, 
durchlauft ein Minimum, urn nach kurzem Anstieg weiter abzufallen. Dieser Verlauf 




Figur 4.10: Rechts: PrP-Konzentration im Verlauf der Aggregation von rPrP(90- 
231). Aufgetragen ist die Molekulzahl (N), die aus der inversen Amplitude der Autokorrela- 
tionsfunktionen von a) rPrP-OrG (Box) und b) rPrP-Cy5 (•) im Verlauf der Aggregation 
bestimmt wurde. LtnA»;Verhaltnis von mittlerer Fluoreszenzintensitat (I) und Molekulzahl 
(N) der Sonde rPrP-Oregon Green. N wurde aus der Amplitude der Autokorrelationskur- 
ven bestimmt. 

lasst sich theoretisch sowohl durch einen quantitativen Oligomerisierungsprozess als 
auch durch Aggregatwachstum an einer begrenzten Zahl von Aggregationskeimen 
(seeded aggregation) beschreiben, wenn die Fluoreszenzquantenausbeute des Mono- 
mers bei der Oligomerbildung abnimmt. 

Bei Anderung der Gesamtfluoreszenz, sei es durch eine Anderung der Molekulzahl 
oder der Fluoreszenzquantenausbeute, ist der Nenner der Kreuzkorrelationsfunktion 
(Gl.2.31) nicht mehr konstant. In diesem Fall muss zur Bestimmung der Konzentra- 
tion doppelt markierter Molekiile aus der Kreuzkorrelationsamplitude eine entspre- 
chende Korrektur erfolgen. Die Abnahme der PrP-Konzentration durch Adsorption 
lasst sich durch einen exponentiellen Term beschreiben (t 0 ^ 20mm). Zugleich hal- 



biert sich der Anteil des PrP am Gesamtfluoreszenzsignal von 60 % auf ~ 30 % 
(s. Abb. 4.5 links). Auch in der korrigierten Auftragung der Aggregatkonzentration 
zeigt sich die schnelle initiale Bildung von Oligomeren. Im Verlauf des Aggregat- 
wachstums nimmt die Konzentration der Aggregate ab. 

Wiinschenswert zur weiteren quantitativen Untersuchung des Aggregationspro- 
zesses ware eine weitgehende Unterdruckung der Adsorption. Dies wird in der Regel 
durch Zusatz von Detergenzien oder Proteinen wie Albumin erreicht. Diese Zusatze 
sattigen potentielle Bindungsstellen an der Gefafiwand. Gleichzeitig binden sie aber 
auch an hydrophobe Bereiche des Proteins. So konnte durch derartige Zusatze auch 
im untersuchten System die Adsorption des PrP unterdriickt werden. Dabei wurde 
jedoch gleichzeitig der Aggregationsprozess der PrP verhindert, so dass keine Zu- 
nahme der Kreuzkorrelationsamplitude oder der Diffusionszeit mehr zu beobachten 
war. 
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Entwicklung eines liquordiagnostischen Ver- 
fahrens fur CJD und Morbus Alzheimer 

Die Aggregation unter Umwandlung der Sekundarstruktur in eine starker hydro- 
phobe Konformation ist ein grundlegendes Charakteristikum des Prionproteins. Wie 
auch im Fall der Alzheimerschen Erkrankung, die zur Bildung pathologischer Ag- 
gregate der A£-Peptide fiihrt, kann der Nachweis aggregierten Proteins die Basis 
eines diagnostischen Tests bilden. Zu diesem Zweck ist es erforderlich einzelne pa- 
thologische Aggregate nachzuweisen. 

Anlagerung an Aggregationskeime 

Durch Zugabe von monomeren fluoreszenzmarkiertem PrP zu einer Losung von mul- 
timeren Aggregaten kann der Anlagerungsprozess der Monomere sichtbar gemacht 
werden. Auch im Laufe der de-novo-Aggregation traten zunehmend Fluoreszenz- 
peaks auf, die einzelnen multimeren Aggregaten des Prionproteins mit einer grofien 
Zahl von gebundenen Farbstoffen zuzuordnen waren. Der Durchtritt solcher Aggre- 
gate durch das Fokalvolumen erzeugt einen Schauer von Fluoreszenzphotonen, im 
Folgenden kurz Burst genannt, durch den die Aggregate unmittelbar nachgewiesen 
werden konnen (s. Abb. 4.11). 

Wahrend die Selbstaggregation des Prionproteins im Konzentrationsbereich, der 
fur die FCS relevant ist, jedoch erst im Zeitraum > 30 min zu einer detektierbaren 
Menge an Multimeren fiihrte, erfolgte die Anlagerung an praexistente Aggregate 
bereits innerhalb der Probenvorbereitungszeit, d.h. innerhalb von Minuten, quanti- 
tative Im weiteren Messverlauf blieb die Zahl der detektierten Aggregate pro Zeit- 
einheit konstant (Abb. 4.11 unten). 

Auf der Basis dieser Ergebnisse boten sich folgende Strategien zur Markierung 
aggregierter Zielmolekiile an: 

1- Koaggregation homologer fluoreszenter Monomeren (PrP oder A/3) 

2. Koaggregation von heterologen fluoreszenzmarkierten Monomeren 

3. Bindung spezifischer, fluoreszenzmarkierter Antikorper 

4. gemischter Ansatz aus Monomeren und Antikorper-Sonden 
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Figur 4 ^ ^ . Anlagerung von fluoreszenten Sonden an PrP- Aggregate. Spur der Fluo- 
reszenzintensitat I a) ohne Anwesenheit b) mit Anwesenheit von pathogenen PrP 5c - 
Aggregaten in Spinalliquor. Als Sonde diente rPrP-Cy2 (c = lOnM), Anregung bei 488 
run, 180 /*W, Messzeit 21 min. Unten: Zahl der detektierten Aggregate je Zeiteinheit im 
Verlauf der Messung. 

Die Markierung kann sowohl mit einer als auch mit zwei verschiedenep Sonden- 
molekiilen erfolgen, die mit verschiedenen Fluoreszenzfaxbstoffen maxkiert sind. Die 
Markierungsstrategie bestimmt das Analyseverfahren, mit dem das Signal der fluo- 
reszenzmarkierten Aggregate detektiert und quantifiziert werden kann. Die Entwick- 
lung eines diagnostischen Systems fur Prionkrankheiten und fur Morbus Alzheimer 
kann dabei von der selben Grundidee, der Anlagerung von Sonden an einen Aggre- 
gationskeim, ausgehen. Seine Entwicklung ist im Folgenden dargestellt. 
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Figur 4.12: Links: Bestimmung der Aggregatgrofie durch ein heterologes Sonden- 
paar. Voraggregiertes rPrP(90-231), monomere Konzentration 0,1 /xM, wurde durch ein 
Sondenpaar axis rPrP-Oregon Green (c = 2nM) und dem Antikorper 15B3-Cy5 (c = 
lOnM) detektiert. Gesamtmesszeit 20 * 1 min. Wahrend der Einzelmessungen wurden nur 
einzelne markierte Aggregate detektiert, deren Durchtrittszeit anhand des Kreuzkorrela- 
tionsignals bestimmt wurde. Dargestellt ist Fluoreszenzspur und Kreuzkorrelationssignal 
einer Einzelmessung mit r « 15 ms.Rechts: Homologe Detektion mit rPrP-Oregon Green. 

Abtrennung des Signals der Aggregate 

Durch die klassische Korrelationsanalyse der Fluktuation des Fluoreszenzsignals 
kann die Diffusionsbewegung einzelner Molekiile quantitativ ausgewertet werden. 
Es wird dabei aus einer Vielzahl von Molekuldurchtritten die mittlere Fluktuati- 
onszeit bestimmt. Wenn wahrend einer Einzelmessung nur wenige Durchtritte von 
hochmarkierten Aggregaten detektiert werden, hangt die gemessene Durchtrittszeit 
nicht nur von der Aggregatgrofie, sondern auch entscheidend vom Weg der einzel- 
nen Partikel durch das Messvolumen ab. Die Aggregatgrofie kann daher anhand der 
Durchtrittszeit nur abgeschatzt werden. 



Bei einer Sondenkonzentration von lOnM liegen die freien Sonden gegeniiber den 
Aggregaten 10 3 bis 10 6 fach im Uberschuss vor. Abbildung 4.12 zeigt den Durchtritt 
eines einzelnen Aggregates von rekombinantem Prionprotein, das mit einer Sonde 
in der Autokorrelations FCS beziehungsweise mit zwei unterschiedlich markierten 
Sonden in der Kreuzkorrelations-FCS detektiert wurde. Der Anteil des Aggregats 
betrug < 10 % des Autokorrelationssignals. Durch heterologe Detektion mittels einer 
Kombination von griin markiertem rPrP als einer und einem aggregatspezifischem 
PrP Antikorper (15B3) als anderer Sonde konnte das Signal multimerer Aggregate 
vollstandig von dem Signal mono- und oligomerer PrP-Molekiile getrennt werden 
(s. Abb. 4.12 rechts). Es wurden Durchtrittszeiten der Aggregate von 3 - 50 ms be- 
stimmt. Die mittlere Diffusionszeit entspricht einem Molekulargewicht von mehreren 
MDa. 

Die Intensitat der markierten Zielmolekiile liegt im Mittel 20 bis 50-fach liber der 
Initensitat der freien Sondenmolektile. Dies entspricht demnach der Mindestanzahl 
von Sondenmolekiilen, die an ein Aggregat gebunden sind. Da der Verlauf der Fluo- 
reszenzintensitat der Aggregation (Abb. 4.10) auf ein Quenching der Monomere 
im gebundenen Zustand schliefien lasst, liegt die tatsachliche Zahl der gebundenen 
Sonden zumindest bei der Verwendung von Monomeren vermutlich hoher. Durch 
die grofie Zahl an gebundenen Fluorophoren lassen sich einzelne Molekuldurchtritte 
unmittelbax nachweisen. 

Jedoch sind bei einer Konzentration der Aggregate im sub-picomolaren Bereich 
auf diese Weise nur wenige Zielmolekiile in einer Probe zu detektieren. Fur ein 
1000-mer in femtomolarer Konzentration ergibt sich nach Gleichung 2.29 bei einem 
Fokusdurchmesser von 0.4 ^m eine Eintrittsfrequenz von 0.5-10~ 3 5 _1 , was etwa zwei 
Teilchen je Stunde entspricht [36]. Zum limitierenden Faktor wird somit die Zahl der 
Durchtritte von Aggregaten durch den Messfokus, die wiederum durch die langsame 
Diffusion der Aggregate begrenzt wird. 

Mit der Fluoreszenzintensitat und der Kreuzkorrelation stehen somit zwei Para- 
meter zur Verfugung, mit der einzelne Zielmolekiile auch bei einem hohen Uberschuss 
freier Sonden detektiert werden konnen. 

Bei Experimenten zum Nachweis von pathologischen Aggregaten des Prionpro- 
teins im Liquor von Creutzfeldt-Jakob Patienten wurde die Zahl der markierten 
Aggregate zunachst direkt aus der Zahl der Signalspitzen in der Intensitatsspur 
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des Fluoreszenzsignals bestimmt. Als Sonde wurde hier solubilisiertes Prionprote- 
in verwendet, das aus dem Himmaterial von Scrapie-infizierten Hamstern stamm- 
te. Die PrP-Sonde war mit dem Fluorophor Cy2 marldert. Abbildung 4.11 zeigt 
einen Ausschnitt der Spur des Fluoreszenzsignals einer Messung des Liquors eines 
Creutzfeldt- Jakob Patienten im Einkanal-FCS-Aufbau. Das Fluoreszenzsignal wur- 
de durch die Software des FCS Gerats und parallel durch eine Mehrkanal-Zahler 
(MCS)-Karte aufgezeichnet. Zu erkennen sind mehrere Fluoreszenzspitzen, die den 
Durchtritt eines hochmarkierten Makromolekiils durch den Messfokus anzeigen. Zur 
Detektion demenzspezifischer Aggregate des A0-Peptids im Spinalliquor von Alz- 
heimerpatienten ist eine erfolgreiche Anwendung dieses Verfahrens beschrieben [92]. 
Im vorliegenden System liefi die geringe Zahl von Ereignissen und sondeninharente 
Aggregate keine reproduzierbare Unterscheidung der Liquorproben von CJD Pati- 
enten und Kontrollpatienten mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen zu. 

Quantitative Intensitatsanalyse 

Die direkte Zahlung von Peaks im Fluoreszenzsignal erlaubt ohne eine Quantifizie- 
rung eines Schwellwertes der Intensitat keine verlassliche Identifizierung markierter 
Zielmolekule. Daher wurde eine einfache Form der Intensitatsanalyse entwickelt, die 
den Anteil an Fluoreszenzsignal hoher Intensitat in einem Intensitathistogramm dar- 
stellt, urn so den Anteil des Peaksignals quantitativ zu bestimmen. Zu diesem Zweck 
wird das Signal des Photodetektors geteilt und die Fluoreszenzphotonen parallel 
zur Korrelationsanalyse in einer Zahler-Timer-Karte in Intervallen gleicher Lange 
(Bins) aufeummiert. Die Zahl der Zeitintervalle mit einer bestimmten Anzahl an 
detektierten Fluoreszenzphotonen wird im Laufe der Messung on-line in einem In- 
tensitatshistogramm dargestellt. 

Die Intensitatsverteilung der freien Sondenmolekule (Abb. 4.13 b) ist durch die 
homogene mittlere Diffusionszeit der Sondenmolekule und die Zahl an Fluoropho- 
ren wohl definiert. Lagen in der Losung neben freien Sonden auch Zielmolekule 
vor, die eine grofie Zahl fluoreszenter Sonden gebunden hatten, so zeigte das Inten- 
sitatshistogramm einen Anteil von Messkanalen mit einer hohen Zahl detektierter 
Fluoreszenzphotonen (Abb. 4.13 d). 

Die Verteilung der Fluoreszenzintensitat entsteht durch die Konvolution der Fluk- 
tuation der Molekulzahl mit der Anregungs- und Detektionscharakteristik des Mes- 
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Figur . 4.13: Quantitative Intensitatsanalyse des Fluoreszenzsignals. a) Fluoreszenz- 
spur der freien Sonde (rPrP-Cy2), b) intensitatshistogramm des Fluoreszenzsignals a) c) 
Fluoreszenzspur Sonde + PrP-Aggregate, d) Intensitatshistogramm von c), Binweite 250 
A»s. 

saufbaus, der sogenannten collection efficiency function (CEF) (s. Kap. 2.7) [100J. 

Experimentell liefi sich die Intensitatsverteilung der Antikorper (3F4-Alexa488, s. 

Kap. 4.2.5) gut durch eine Log-Normalverteilung anpassen (Abb. 4.14 a). 

Die Komponente der markierten Aggregate war aufgrund der heterogenen Ag- 
gregatgrofie weniger gut definiert. Wie Abbildung 4.14 b) zeigt, liefi sie sich durch 
emen einzelnen Verteilungsterm nur unvollkommen beschreiben. Sie konnte durch 
eine Uberlagerung der Verteilungen fur unterschiedliche Aggregatgrofien und Chro- 
mophorzahlen quantifiziert werden. Aufgrund des kleinen N der detektierten Aggre- 
gate erschien dies jedoch wenig praktikabel. Das Signal der Zielmolekule wurde daher 
durch Setzen eines Schwellenwertes vom Signal der Sonden abgetrennt und quantifi- 




Figur . 4.14: Histogram™ der Fluoreszenzintensitat Binweite 500 us. a) Antikorper- 
sonde 3F4-Alexa488 c = 6 nM Anpassung durch Log-Normalverteilung (s. Gl. 2.37) mit 
/i = 32, a = 16. b) prion rods c = 0.35 nM, Anpassung durch einen Sondenterm mit 
Hi = 30 und einen zweiten Term mit m = 200. 

ziert. Durch dieses Verfahren geht ein Teil des Signals der Zielmolekule verloren, da 
es mit der Verteilung der Sondenmolekule iiberlappt. Je hoher der Schwellenwert, 
desto hoher ist naturgemafi der Anteil an Zielmolekulen, deren Signal unterhalb 
der Schwelle liegt und die daher nicht detektiert werden. In der Regel wird zur 
Abtrennung eines Rauschhintergrundes eine Schwelle von 3 a gewahlt [5]. Da im 
vorliegenden Fall die Sondenmolekule gegemiber dem Target in einem Uberschuss 
von bis zu 10 6 vorlagen und dennoch eine falsch positive Zuordnung des Signals ver- 
mieden werden sollte, wurde ein wesentlich konservativerer Schwellenwert gewahlt, 
der typischerweise bei 12 a fur die Detektion und bei 8 a fur die Charakterisierung 
von Aggregaten lag. 

Die Trennung des Signals von Sonden- und Zielmolekulen im Intensitatshisto- 
gramm hangt von der zeitlichen Auflosung, d.h. der Binweite, ab. Fur eine maxima- 
le Trennung vom Sondenhintergrund sollten die gesamten Photonen des Durchtritts 
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eines Zielmolekiils in em Bin fallen. Dies ist somit die minimale zeitliche Auflosung 
der Detektion. Ist die Binweite grofier als die mittlere Aufenthaltsdauer, so verrin- 
gert sich das S/N-Verhaltnis durch Mittelung fiber den Sondenhintergrund. Verteilt 
sich der Molekfildurchtritt auf zu viele Bins, nimmt die relative Fluktuation des 
Sondensignals zu und verringert so das Signal-Rausch-Verhaltnis. Im Falle diffu- 
sionskontrollierter Bewegung bestimmt sich die mittlere Aufenthaltsdauer im kon- 
fokalen Volumenelement nach Gleichung 2.30 [36]. Sie betragt etwa das Vierfache 
der mittleren Diffusionszeit r Diff . Im Falle reinen Flusses ist sie durch das Verhalt- 
nis von Fokusdurchmesser und Flussgeschwindigkeit bestimmt (s. Gl. 2.28). Fur die 
Messung mit bewegter Probe wurde daher fur eine Bewegungsgeschwindigkeit V = 
1 mm/s und fur einen Fokalradius u> 0 = 0.5 /xm eine Binweite von 0.5 ms gewahlt, 
so dass sich das Signal eines Zielmolekiils auf 1-2 Bins verteilt. 

Sensitivitatssteigerung durch Bewegung des Messvo- 
lumens 

Wahrend die Intensitatsanalyse eine einfache Separierung und Quantifizierung des 
Signals der Zielmolekiile erlaubt, steigert sie nicht die Zahl der Molekuldurchtritte 
und damit die Sensitivitat der Detektion. Sie liefert jedoch, ebenso wie die Kreuz- 
korrelationsanalyse, einen Parameter zur direkten Unterscheidung von gebundenen 
und ungebundenen Sondenmolekfilen, so dass die Grofieninformation, die die Diffu- 
sionszeit liefert, nicht langer zur Erkennung der Zielmolekiile erforderlich ist. Diese 
konnen auch dann erkannt werden, wenn die Probe wahrend der Messung relativ 
zum Messfokus bewegt wird. 

Durch „Scannen" der Probe wurde die Diffusionsbewegung der Molekule von ei- 
ner 'Flussbewegung' uberlagert. Fiir Molekule, deren diffusionsbedingte Eintrittsfre- 
quenz in das Volumenelement klein gegeniiber ihrer Aufenhaltsdauer im Messvolu- 
men ist, kann die Detektionsempfindlichkeit durch Vergroflerung des Messvolumens, 
d.h. durch „Scannen" der Probe, entscheidend erhoht werden (vgl. Kap. 2.5.5). 

Im Gegensatz zur stationaren Messung, bei der die Messlosung in der Regel als 
TVopfen auf einem Deckglas ruhte, wurde die Probenlosung fiir die Messung mit 
bewegtem Volumenelement in eine gezogene Glaskapillare gefullt, die ein Volumen 
von 20 fil umschloss. Die versiegelte Messkapillare wurde wahrend der Messung 
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Fig.U.r 4.15: Einfluss der Probenbewegung auf die Anzahl der detektierten Ereignisse. 
Intensitatsspur und Intensitatshistogramm von fluoreszenten Polystyrolbeads in PBS + 
0.1%(w/v) NP40 bei Anregung mit 488 am. oben: Messung ohne Bewegung, unten: mit 
Bewegung der Messkapillare mit lmm/s. Die Zahl der detektierten Ereignisse steigt etwa 
100 fach. rechts: Intensitathistogramm beider Messungen. Durch Bewegung der Probe 
steigt die Zahl der Kanale mit einer Intensity > 500 Photonen/Kanal vierfach. 

maanderformig mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/s bewegt und damit das Pro- 
benvolumen durchscannt. Die Durchtrittszeit der Aggregate durch das Messvolumen 
verringerte sich durch das „Scannen" der Probe von 3 - 50 ms auf - 0.5 ms. Die 
Durchtrittszeit wurde daher allein durch die Plussgeschwindigkeit und durch die 
Geometrie des Messvolumens bestimmt (s. Kap. 2.5.4). Damit wurde auch die Zahl 
der Messkanale mit einem Signal hoher Intensitat proportional zur Zahl der mar- 
kierten Partikel, die durch das Messvolumen traten. 

Durch die geringe Zahl an Ereignissen in der stationaren Messung lieB sich der 
Gewinn an Sensitivitat durch die Probenbewegung nicht direkt am diagnostischen 
System messen, da in der Regel in der stationaren Probe Wenige oder keine Ag- 
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.gregate detektiert wurden. Um die Steigerung der Durchtrittsfrequenz durch das 
„Scannen" der Probe zu bestimmen, dienten fluoreszente Polystyrolperlen, soge- 
nannte Beads, mit einem Durchmesser von 0.1 /zm.als Modell fur die Aggregate. 
Die mittlere Diffusionszeit der Beads entspach mit ca. 3 ms der unteren Grenze der 
Diffusionszeiten, die fur die PrP-Aggregate bestimmt worden waren. In der beweg- 
ten Messung (Abb. 4.15) wurden etwa 100-fach mehr Ereignisse detektiert als in der 
stationaren Messung. 

Die Zahl der detektierten Ereignisse steigt mit der Geschwindigkeit, mit der die 
Probe bewegt wird. Wenn die diffusionbedingte Bewegung vernachlassigt wird, ist 
die Zahl der detektierten Ereignisse proportional zum durchmessenen Volumen. Bei 
der Detektion von pathogenen PrP Sc -Aggregaten erhohte eine Steigerung der Scan- 
geschwindigkeit von 1 mm/s auf 5 mm/s die Zahl der Ereignisse und damit die 
Sensitivitat um den Faktor drei. Die Art der Ansteuerung des Positioniertisches 
begrenzte im Routineeinsatz jedoch die Bewegung auf 1 mm/s. 

Evaluation des SIFT-Verfahrens mit PrP und An- 
tikorpersonden 

Die Kombination der Intensitatsanalyse mit einer Probenbewegung, d.h. die „Suche 
nach intensiv fluoreszierenden Targetmolekiilen" {Scanning for Intensely Fluorescent 
Targets^ SIFT), wurde hinsichtlich ihrer Detektionssensitivitat an einem Modellsys- 
tem untersucht. Aufgereinigte Aggregate des pathogenen Prionproteins, die aus dem 
Hirngewebe des syrischen Hamsters gewonnen wurden, sogenannte prion-rods 7 wur- 
den in Spinalliquor verdunnt. Zur Detektion wurde einerseits fluoreszenzmarkiertes 
rekombinantes Hamster-PrP und andererseits ein markierter PrP-spezifischer mono- 
klonaler Antikorper verwendet. Das Fluoreszenzsignal wurde in einem Intensitats- 
histogramm ausgewertet (s. Abb. 4.16 A,C) und die Anzahl der Kanale mit einer 
Intensitat oberhalb einer Schwelle von 500 Photonen/Kanal addiert (s. Abb. 4.16 
B,D). Abhangig von der Konzentration der prion-rods wurde ein hochintenses Sig- 
nal erhalten. Die PrP-Sonde zeigte jedoch bereits ohne Zugabe von Zielmolekiilen 
einen Anteil an Signal hoher Intensitat, vor dessen Hintergrund die prion-rods nur 
bis zu einer Verdiinnung von etwa 1:500 nachzuweisen waren. Das sondeninherente 
Signal, das in den stationaren Messungen durch deren geringere Sensitivitat nicht 
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9 4.16: Evaluierung unterschiedlicher Sondenmolekiile. Hamster rPrP(90-231), 

markiert mit Oregon Green, (A, B) und monoklonaler Antikorper 3F4, markiert mit Alexa 
488, (C, D) wurden zu Liquor von Kontrollpatienten zugegeben, der mit prion rods ver- 
setzt wurde. Die Messung erfolgt 600 s mit einer Probenbewegung von lmm/s und einer 
Kanalweite von 500 fis. Das Signal hoher Intensitat wurde mit einer Schwelle (s. Pfeil) von 
500 Photonen/Bin abgetrennt (B, D). 

zu beobachten war, ist durch Aggregate der PrP-Sondenmolekiile bedingt. Diese 
konnen durch zwei Prozesse entstehen: einerseits durch die Selbstaggregation des 
PrP, die in Kap. 4 beschrieben ist, und andererseits durch die Entstehung hoch- 
molekularer Aggregate beim Markieren des PrP mit dem FluoreszenzfarbstofF. Die 



Aggregatbildung bei der Markierung liefi sich trotz sorgfaltiger Wahl der Reaktions- 
bedingungen nicht vollstandig unterdriicken. Multimere PrP-Aggregate sind in der 
bewegten Probe erheblich empfindlicher nachzuweisen, als dies in den Messungen 
zur Selbstaggregation der Fall war. Dagegen war die Antikorpersonde weitgehend 
frei von inharentem Signal, so dass durch die Verwendung eines monoklonalen An- 
tikorpers die Detektionsschwelle um zwei Grofienordnungen gesenkt werden konnte. 

, 3L , 
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Figur 4.17: Peaksignal der prion rods aus Abb. 4.16 C in Abhangigkeit von der 
Konzentration der Zielmolekiile bei einer Schwelle von a) 350, b) 500, c) 750, d) 1000 
Photonen/Bin. Die Detektionsgrenze betragt 2 pg. Einsatz: Peaksignal von 110 pg PrP 5c 
in Abhangigkeit vom Schwellenwert. 

Abbildung 4.17 zeigt das SIFT-Signal in Abhangigkeit von der prion-rod Kon- 
zentration bei verschiedenen Schwellenwerten. Wahrend sich die Zahl der Kanale 
hoher Intensitat in Abhangigkeit vom Schwellenwert anderte, hatte die Wahl des 
Schwellenwertes keinen Einfluss auf die Proportionalitat des SIFT-Signals zur Kon- 
zentration an prion rods. 
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Intensitat des grunen Fluoreszenzsignals (mAB 3F4-Alexa) 



Figur 4.18: Prinzip der Zweikanal-Intensitatsanalyse. Rot und griin maxkierte An- 
tikdrper (3F4-Alexa 488, c = 5 nM, 12F10-Cy5, c = 6nM) wurden zu Liquor von Kontroll- 
patienten zugegeben, der mit prion rods versetzt wurde (1:500). Die Messung erfolgt 600 s 
mit einer Probenbewegung von 1 mm/s und einer Kanalweite von 500 jis. Das koinzidente 
Signal hoher Intensitat wird mit einer progressiven Schwelle vom Signal der freien Son- 
den und hochintensem Signal der Einzelkanale abgetrennt. Jeder Punkt entspricht einem 
Intensitatspaar. Die Zahl der Messkanale ist logarithmisch auf einer Farbskala dargestellt. 

Zweidimensionale Intensitatsanalyse 

Um die Spezifitat der Detektion zu erhohen, wurde das Detektionssystem urn eine 
zweite Sonde erweitert, die gegen ein anderes Epitop des Prionproteins gerichtet ist. 
Diese wurde mit einem zweiten Fluoreszenzfarbstoff markiert, der im roten Spek- 
tralbereich bei 633 nm angeregt werden kann. Bei Bindung der Sonden resultieren 
Zielmolekiile, die eine hohe Zahl beider FarbstofFe tragen. Dadurch konnen zwei Pa- 




rameter zur Lsolierung des Signals der Zielmolekiile genutzt werden: 1. die Amplitude 
der Zweifarben-Kreuzkorrelation und 2. die simultane Fluoreszenzintensitat. 

Wird das Fluoreszenzsignal mit hoher zeitlicher Auflosung betrachtet, so kann 
der Durchtritt eines doppelt markierten Aggregats durch eine Spitze im Fluores- 
zenzsignal identifiziert werden, die gleichzeitig in beiden Messkanalen auftritt. Fur 
eine Intensitatsanalyse beider Detektionskanale wurde das Fluoreszenzsignal bei- 
der Kan ale in einem zweidimensionalen Intensitatshistogramm aufgetragen. Analog 
zur Intensitatsanalyse eines Messkanals wurden die Fluoreszenzphotonen parallel in 
zwei Kanalen in Bins von 500 fis gezahlt und die Intervalle entsprechend der Zahl 
der detektierten Photonen in einem zweidimensionalen Feld aufsummiert. Im In- 
tensitatshistogramm, das wahrend der Messung on-line dargestellt werden kann, ist 
die Fluoreszenzintensitat der beiden Farben auf den Achsen aufgetragen, die Zahl 
der Bins eines Intensitatspaares ist durch die Farbe des jeweiligen Punktes logarith- 
misch dargestellt. Abbildung 4.18 zeigt das Intensitatshistogramm einer Messung 
von prion rods, uberlagert mit einer schematischen Darstellung der Signalbereiche. 

Durch diese Auswertung wird das Signal von Partikeln, die gleichzeitig ein Signal 
hoher Intesitat sowohl im griinen als auch im roten Detektionskanal zeigen, vom Si- 
gnal der freien Probe separiert. Das aggregatspezifische Signal liegt im vierten Qua- 
dranten des Histogramms, wahrend die iiberwiegende Zahl der Bins die kombinierte 
Signalverteilung der beiden freien Sonden wiedergibt und somit im ersten Quadran- 
ten liegt (s. Abb. 4.18, grau umrandet). Wiederum wird das hochintense Signal im 
einfachsten Fall iiber einen Schwellenwert separiert. Um dem Ubersprechen der De- 
tektionskanale Rechnung zu tragen, wurde ein progressiver Schwellenwert gewahlt. 
Wird in einem Bin ein Signal hoher Intensitat in einem der Kanale detektiert, steigt 
der Schwellenwert zur Abtrennung des spezifischen Signals im anderen Kanal (s. 
Abb. 4.18, griine Linien). Dies ist streng genommen nur zur Abgrenzung des spezi- 
fischen Signals von griinem unspezifischen Signal hoher Intensitat erforderlich. Das 
Emissionsspektrum des griinen Farbstoffs uberlappt zu einem kleinen Teil mit dem 
Emissionsspektrum des roten Fluorophors. Etwa 0.5 % der Photonen, die ein Mo- 
lekiil, das nur griine Fluorophore tragt, beim Durchtritt durch den Fokus emittiert, 
werden daher vom roten Detektor aufgefangen. 

Durch die gleichzeitige Markierung mit zwei Typen von Sondenmolekulen konnte 
die Spezifitat der Detektion erhoht werden. Beide Sonden, die gegen unterschiedli- 
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die Epitope des Zielmolekiils gerichtet waren, banden unabhangig voneinander an 
das Aggregat. Gleichzeitig erfolgte zum Teil eine unspezifische Bindung der Sonden 
an zellulare Bestandteile in der Probenlosung sowie eine Bindung durch sekundare 
Proteine, z. B. Sekundarantikorper, die in der biologischen Probe vorlagen. Diese 
Prozesse fiihrten zur BUdung intensiv fluoreszierender Partikel. In der Messung, die 
in Abbildung 4.18 dargestellt ist, war dies fur die rot markierte Antikorpersonde der 
Fall. Ob derartige unspezifische Aggregate in einem oder beiden Kanalen auftraten, 
hing jedoch von der untersuchten Probe sowie von anderen schwer zu kontrollie- 
renden Faktoren wie der Preparation der Antikorper ab. Dieses Signal, das nur in 
einem der Messkanale auftritt (s. Abb. 4.18, rote und griine Elipse), kann in der 
Zweifarben-Intensitatsanalyse ebenfalls vom spezifischen Signal separiert werden. 
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higur 4 iq. Spezifitat der Detektion von Afi und PrP Zielmolekiilen durch 
Zweikanal-SIFT. Es wurden spezifische und nnspezifische Paare von Sonden und Zielmo- 
lekiilen kombiniert: a) voraggregiertes A£(l-42)-Peptid (1/iM) + A/3-Antikorper (6E10- 
Cy5, p42-Alexa), b)A£(l-42)-Peptid (1/iM) + PrP-Antikdrper (3F4-Alexa, 12F10-Cy5), 
c) prion rods 1:1000 + PrP-Antikorper (3F4-Alexa, 12F10-Cy5), d) c) prion rods 1:1000 
+ irrelevante Antikorper (Anti-IL8-Oregon Green, Anti-A/?-Cy5.) 

Evaluierung von Spezifitat und Sensitivitat 

Das erweiterte Detektionssytem wurde wiederum hinsichtlich der Spezifitat und Sen- 
sitivitat der Detektion am diagnostischen Modellsystem ^aluiert. Dazu diente Li- 
quor von Kontrollpatienten, der mit prion-rods versetzt wurde. 

Die Spezifitat der Erkennung des Zielmolekuls wurde anhand von spezifischen 
und unspezifischen Sonden sowie spezifischen und unspezifischen Zielmolekiilen un- 
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tersucht (s. Abb. 4.19). Als spezifische Sonden wurden jeweils zwei monoklonale 
Antikorper verwendet. Ohne die Zugabe von prion-rods wurde fast kein gleichzeiti- 
ges Signal hoher Intensitat beobachtet (s. Abb. 4.21). Nach Zugabe von aggregier- 
tem A£(l-42) Peptid als unspezifisches Zielmolekiil wurden ebenfalls keine doppelt 
markierten Aggregate beobachtet, wenn auch ein Antikorper (3F4) unspezifisches 
Signal zeigte (Abb. 4.21 b). Dagegen trat bei Zugabe von spezifischen Sonden - 
3F4 und 12F10 zu PrP-Zielmolekulen sowie 6E10 und pAB42 zu A£(l-42) Pep- 
tid - ein starkes Signal doppelt markierter Zielmolekiile (Abb. 4.21 a,c) auf. Um 
zu testen, ob zwei unspezifische Sonden gleichzeitig an ein einzelnes Zielmolekiil 
binden, wurden zwei Sonden gegen die Zielmolekiile IL8 und Afi (1-40), die nicht 
mit der Creutzfeldt-Jakob Erkrankung assoziiert sind, zu Kontrolliquor zugegeben, 
der prion T rods enthielt. Obwohl ein Signalanteil hoher Intensitat in beiden Kanalen 
auftrat, der durch Bindung oder Aggregation der Sonden entstanden sein kann, 
wurde kein hochintenses Signal beobachtet, das simultan in beiden Kanalen auftrat 
(Abb. 4.21 d). 

Die Sensitivitat des Detektionssystems wurde mit dem Nachweis yon Prionprotein 
durch Western Blot nach Verdau mit Proteinase K verglichen. Auf diesem Verfah- 
ren beruhen praktisch alle derzeitigen Test auf pathogenes Prionprotein. Aliquots 
des in Liquor verdunnten prion-rod Materials wurden parallel durch Western Blot 
analysiert und in einem FCS-Aufbau vermessen, wobei das Signal durch SIFT und 
Kreuzkorrelationsanalyse ausgewertet wurde (s. Abb. 4.20). Abbildung 4.21 zeigt 
die Intensitatshistogramme bei unterschiedlicher Konzentration. Die Konzentration 
der prion-rods konnte durch Zweikanal-Intensitatsanalyse iiber vier Grofienordnun- 
gen gemessen werde, wobei die Detektionsschwelle bei einer Verdiinnung von 1:2 -10 5 
lag. Die Detektionsschwelle des Western Blots lag dagegen bei 1:10 4 . Das Signal des 
Western Blot wurde anhand der Bandenintensitat geldensitometrisch quantifiziert. 
Durch Vergleich mit dem parallel aufgetragenen Hirngewebe eines Scrapie-infizierten 
Hamsters wurde ermittelt, dass die Nachweisgrenze des Blots etwa 1 fig Hirngewebe 
entsprach. Diese Menge Gewebe enthalt etwa 10 pg monomeren PrP 5c [96], was bei 
der aufgetragenen Menge von 20 /zl einer Konzentration von 33 pM entspricht. Dem- 
entsprechend war das Detektionslimit der SIFT-Messung, bei dem in der Messzeit 
von 600 s noch ein bis zwei Aggregate detektiert wurden, 0.5 pg bzw. 2 pM PrP Sc . 

Die physikalische Detektionsschwelle der Messung ist die Detektion eines einzel- 
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Figur 4.20: Western Blot und Zweikanal-SIFT Messung einer Verdiinnungs von 
prion rods in Spinalliquor. Das Hirnhomogenat eines scrapie-iniizierten Hamsters 263K 
(a-f) und prion rods in Liquor wurden wie angegeben verdiiont. A: PrP 5c wurde mit 
Proteinase K (100 /ig/ml) 30 min bei 37C verdaut und anschliefiend durch Western Blot 
mit dem Antikorper 3F4 nachgewiesen. B: Parallel wurden Aliquots der prion rods durch 
Zweikanal-SIFT gemessen und das Signal wie in Abb. 4.18 beschrieben ausgewertet. 

nen Partikels im durchmessenen Volumen. Bei einem Scanvolumen von ca. 2 ■ 10 6 
Fokalvolumina des konfokalen Aufbaus (vgl. Kap. 2.5.5) entspricht dies einer Kon- 
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F i g u r 4.21: Histogrammdarstellung der Zweikanal-SIFT Messung einer Verdiinnung 
von prion rods in Spinalliquor. A: Verdiinnung 1:2000, B: 1:10 5 , C: ohne PrP 5c . 

zentration von 1 iM, wenn man Verzerrungen des Volumenelementes vernachlassigt. 
Die Aggregatkonzentration, die sich aus der SIFT Messung durch Uberlegungen zur 
Detektionsschwelle ergibt, lasst sich ins Verhaltnis zur Konzentration des monome- 
ren PrP setzen, die im Western Blot bestimmt wurde. Dies fiihrt zu einer mittleren 
Aggregatgrofie von ca. 1000 PrP Molekulen. 

Die Sensitivitat im Nachweis von pathologischen amyloiden Aggregaten der Alz- 
heimer Demenz, deren Hauptkomponente A/?-Peptide mit einer Lange von 40-43 
Aminosauren sind, wurde in analoger Weise an A0 (1-42) Peptid untersucht, das zu- 
vor unter kontrollierten Bedingungen aggregiert worden war. Als fluoreszente Sonden 
dienten zwei Antikorper, von denen einer spezifisch die C-terminalen Aminosauren 
des A042 y der andere dagegen ein Epitop in der Konsensussequenz der A0 Peptide 
erkannte. Die A^3-Aggregate konnten bis zu einer Konzentration von 100 pM (9 pg) 
an monomerem A/742 detektiert werden. Dies lasst auf eine Aggregatgrofie von etwa 
10 5 Einheiten je Aggregat schliefien. 
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Figur 4.22: a) Kreuzkorrelationssignal einer Verdunnung von prion rods in Spinalli- 
quor. PrP 5c -Konzentration: 160pM (Linie), 56pM (Striche), 20pM (Punkte), 6 pM (Strich- 
punkte), 2pM (kurze Striche), ohne Rods (dunne Linie). b) Auftragung Kreuzkorrelati- 
onsamplitude G{j(0) gegen die eingesetzte Menge an PrP Sc . c) Auftragung der Zahl der 
Messkanale hoher Fluoreszenzintensitat der Zweikanal-SIFT Analyse gegen die Kreuzkor- 
relationsamplitude G»j(0). 

Vergleich mit Kreuzkorrelationsanalyse 

Parallel zu der Auswertung mittels SIFT wurde das Fluoreszenzsignal der Messun- 
gen durch Kreuzkorrelation der Detektionskanale nach Gleichung 2.31 ausgewertet. 
Die Abbildung 4.22 zeigt die Kreuzkorrelationskurven einer Verdunnung von prion 
rods in Liquor. Im Bereich von 0 bis 50 pg PrP (160 pM) ist die Kreuzkorrelat- 
ionsamplitude proportional zur Menge der eingesetzten prion rods. Bedingt durch 
die hohe Zahl der Fluorophore, die an ein Zielmolekiil gebunden sind, lag die ef- 
fektive Detektionsquantenausbeute (cpms), deren Mafi die Zahl der eingesammelten 
Photonen je Molekiil und Sekunde ist, mit bis zu 200 kHz um ein Vielfaches iiber 
dem Wert von 1-2 kHz, den doppelt markierte Oligomere in den Versuchen zur 
Selbstaggregation im Kreuzkorrelationssignal erreichten (vgl. Abb. 4.9). Die hohe 
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Molekuldetektionseffizienz bedingt ein hohes Signal/Rausch Verhaltnis und damit 
eine hohe Kreuzkorrelationsamplitude. Die Kreuzkorrelationsamplitude war bis zu 
einer PrP Konzentration von 5 pM vom Signal der Kontrollprobe zu differenzie- 
ren. Durch die geringe Zahl der Ereignisse streute die Korrelationsamplitude bei 
niedrigen Konzentrationen stark. 
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Figur 4.23: Auftragung der Zahl der Messkanale hoher Fluoreszenzintensitat der 
Zweikanal-SIFT- Analyse gegen die Kreuzkorrelationsamplitude Gfy(0) von aggregiertem 
A/? (1-42) Peptid in verschiedenen Medien. Die Messung erfolgte wie in Abb. 4.18 in 
Liquor und Puffer mit und ohne Detergenz (Puffer: PBS, PBS + 0.1% NP40, RIPA, PBS 
+ 0.2 % SDS, Liquor, Liquor + 0.1% NP40) Als spezifische Antikorpersonden dienten 
pAB42-Alexa und 6E10-Cy5, c = 6 nM. Unabhangig vom verwendeten Medium waren 
beide Signale proportional. 

Innerhalb einer Messreihe waren beide Parameter, Gij(0) und SIFT-Signal, zu- 
einander proportional (s. Abb. 4.22 c). Damit beide Methoden als allgemeines Mafi 
der Konzentration dienen konnen, ist es zudem erforderlich, dass beide Signale un- 
abhangig von den Messbedingungen, wie Puffer und Detergenzienkonzentration, kor- 
relieren. Abbildung 4.23 vergleicht am Modellsystem des aggregierten A)9-Peptids 
das Verhaltnis beider Signale unter einer Vielzahl von Pufferbedingungen. Es blieb 
fur ein Sondenpaar bei konstanter Anregung gleich. 
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Figur 4.24: Zeitliche Entwicklung der detektierten Multimere von aggregiertem 
A£(1^12) Peptid. Die Messung erfolgte wie in Abb. 4.23 in PBS + 0.1% NP40. Der 
Effekt wax in Liquor und Puffer mit verschiedenen Detergenzien zu beobachten (Puf- 
fer: PBS, PBS + 0.1% NP40, RIPA, PBS + 0.2 % SDS, Liquor, Liquor + 0.1% NP40). 
Balkendiagramm: Ruckgewinnung der Zielmolekiile nach 600 min durch Aufschiitteln im 
genlittelten Signal aus funf Messreihen. 

Grenzen des SIFT— Verfahrens 

Mehr noch als die physikalischen Grenzen eines Detektionsverfahrens begrenzen bei 
der Messung in einern biologischen Medium potentieller Storquellen die effektive Sen- 
sitivitSt. Der Nachweis pathologischer Aggregate wird vor allem durch zwei Effekte 
erschwert: 

1. Die Ausdiinnung der Zielmolekiile im Rahmen der Probenhandhabung durch 
Adsorptionseffekte und 

2. unspezifische Bindung oder Aggregation der Sondenmolekule, die zu falsch- 
positiven Ergebnissen fiihren kann. 
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Durch ihren hydrophoben Charakter neigen amyloidartige Aggregate besonders 
zur Adsorption an den Oberflachen der Probengefafie. Aus konventionellen Nach- 
weisverfahren sind auch Verluste von PrP 5c durch Einfrieren der Probe beschrieben. 
Der Einfluss dieser Faktoren auf das spezifische Signal der Zweikanal-Intensitats- 
analyse wurde anhand aggregierten A/?-Peptids in Liquor und Puffer sowie unter 
Zugabe verschiedener Detergenzien untersucht. 

Sowohl im ProbengefaB wie auch in der Messkapillare konnte in verdiinnten Losun- 
gen ein drastischer Verlust an spezifischem Signal beobachtet werden. Der Verlust an 
aggregatspezifischem Signal liefi sich in guter Naherung durch einen Exponentialterm 
mit einer Zeitkonstante von 60-70 min beschreiben. Es ist davon auszugehen, dass 
die Molekule durch Sedimentation und Adsorption aus der Messlosung ausgediinnt 
werden. Ein Modell fur die Ausdiinnung ware die irreversible Bindung an eine po- 
tentielle Bindungsstelle der Kapillarwand. Da diese Bindungsstellen gegenuber den 
Aggregaten in einem vielfachen Oberschuss vorliegen, resultiert scheinbar eine Re- 
aktion erster Ordnung. 
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Figur 4.25: Einfluss wiederholter Einfrierzyklen auf das Peaksignals von aggregier- 
tem A^8(l-42) Peptid. Die Messung erfolgte wie in Abb. 4.23 im Liquor von Kontrollpati- 
enten + 0.1% NP40. Aliquots der Zielmolekiile wurden in einem silanisierten Probengefafl 
auf Trockeneis schockgefroren und im Wasserbad (25° C) aufgetaut. 
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Der Adsorptionseffekt wurde audi unter Zusatz verschiedener Detergenzien beob- 
achtet. Nach Detergenzienzugabe konnte jedoch etwa 80 % des Signals durch scharfes 
Aufechiitteln der Probe wiederlangt werden (s. Abb. 4.24). Nach Absattigung der 
Bindungsstellen der Glaswand war der Adsorptionsprozess demnach reversibel. 

Aus dem Nachweis von PrP 5c im Western Blot ist bekannt, dass wiederholtes Ein- 
frieren zu einem Verlust an PrP 5c -Signal fuhren kann (Schulz-Schaeffer, personliche 
Mitteilung). Daher wurde der Einfluss wiederholter Einfrierzyklen auf das SIFT- 
Signal untersucht (Abb. 4.25). Weder in verdunnter noch in konzentrierter Losung 
kam es zu einem signifikanten Verlust an Signal. Nach zwolfmaligem Einfrieren einer 
1 Losung von voraggregiertem A/?(l-42) auf TYockeneis lag das Peaksignal bei 
ca. 80 % der frisch vermessenen Probe. Diagnostische Tests an Alzheimerpatienten 
deuten jedoch darauf hin, dass die 'normale' klinische Handhabung, d.h. langsa- 
mes Einfrieren und unterschiedliche Probengefafie, einen starkeren Einfluss auf die 
Menge amyloider Aggregate hat (Pitschke, personliche Mitteilung). 

Die unspezifische Bindung mehrerer Sonden an grofie Partikel, d.h. nicht an PrP- 
oder A^-Aggregate, sondern beispielsweise an Proteincluster oder Polysaccharide 
aus der Probe, fiihrt zur Maskierung des spezifischen Signals. Anders als die un- 
spezifische Aggregation einer Sonde, deren Signal in der Auswertung abgetrennt 
werden kann, fuhrt die spezifische Bindung an unerwunschte Bindungspartner zu 
falsch-positivem Signal. Das Prionprotein ist als Membranprotein auf der Oberflache 
von Zellen und Zellfragmenten gebunden. Damit kann es als Bindungsparter fiir die 
Antikorpersonden fungieren. Spinalliquor ist zwar weitgehend frei von Zellbestand- 
teilen, er enthalt jedoch Leukozyten in einer Menge von 10-50 Zellen//zl. Diese Zahl 
kann im Einzelfall aufgrund entziindlicher Prozesse auch stark erhoht sein. 

Durch Zugabe von Leukozyten zu einer Liquorprobe wurde durch Bindung der 
PrP-Sonden an diese Zellen ein Signal erzeugt, das dem PrP 5c spezifischen Signal 
gleicht. Sowohl das spezifische Signal der PrP-Aggregate als auch das unspezifi- 
sche der Zellbindung wird durch Zugabe von Detergenzien abgewacht. Zugabe von 
Detergenzien schwachte das unspezifische Signal jedoch in einem starkeren Mafie 
ab als das spezifische Signal der Zielmolekiile. Das optimale Verhaltnis zwischen 
spezifischen und unspezifischen Signal wurde durch die Zugabe von NP40 in einer 
Konzentration von 0.1% erreicht. 
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Liquordiagnostische Anwendung 

Ein Hauptziel der Untersuchungen bestand in der Entwicklung eines diagnostischen 
Systems zum hochempfindlichen Nachweis pathplogischer Aggregate zur Diagnose 
der Creutzfeldt-Jakob und der Alzheimerschen Erkrankung. Als Untersuchungsme- 
dium bietet sich aus drei Griinden die Untersuchung des Spinalliquors an: Erstens 
umspiilt der Liquor das Zentralnervensystem des Menschen. Er ist damit nicht wie 
z.B. das Blut durch die Blut-Hirn Schranke vom Entstehungsort der pathologischen 
Aggregate separiert. Zweitens handelt es sich bei Liquor urn ein 'sauberes' Medium. 
Er enthalt kaum Zellen oder Proteine, die im Bereich der Anregungswellenlangen ab- 
sorbieren oder selbst fluoreszieren und eignet sich damit gut fur fluoreszenzspektro- 
skopische Messungen. Drittens kann er durch Riickenmarkspunktion vergleichsweise 
einfach urid risikolos vom Patienten gewonnen werden. Zum Nachweis neurodegene- 
rativer Sekundarmarker wie dem 14-3-3 Protein geschieht dies im Rahmen klinischer 
Routineuntersuchungen. 

Detektion von pathogenem PrP im Liquor von CJD 
Patienten 

Der Detektionsansatz, der am Modellsystem der prion-rods entwickelt und evaluiert 
wurde, diente auch zum Nachweis von pathologischen Aggregaten des Prionproteins 
im Spinalliquor von Creutzfeldt-Jakob Patienten. Die Liquorproben wurden direkt 
mit dem Sondenmix versetzt und 600 s im Zweikanal-SIFT-Messaufbau vermessen. 
In funf von 24 Liquorproben der Patienten, deren CJD-Diagnose anhand von kli- 
nischen oder neuropathologischen Kriterien gesichert war (vgl. Kap. 3.1.4), konnte 
so ein spezifisches Signal detektiert werden, das der gleichzeitigen Bindung beider 
Sonden an ein PrP^-Aggregat entsprach. Als Kontrollgruppe diente ein Patienten- 
kollektiv mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen, um sicherzustellen, dass 
der Test spezifisch fur CJD war und nicht nur einen Sekundareffekt neurodegenera- 
tiver Erkrankungen erkannte. Aus keiner der Proben der Kontrollpatienten wurde 
ein Signal erhalten, das fur PrP 5c spezifisch war (s. Abb. 4.26). Dies entspricht 
formal einer Sensitivitat von 21 % und einer Spezifitat von 100 % fur den Nachweis 
der Creutzfeldt-Jakob Erkrankung. Dies ist bislang der hochste Wert eines erreger- 
spezifischen Tests im Liquor eines Patienten [15]. 
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Figur 4.26: Zweikanal-SEFT Messung im Liquorproben von CJD und Kontrollpati- 
enten. Die Messung erfolgte fur 600s mit einer Kanalweite von 0.5 ms wie in Abb. 4.18 
beschrieben. Als Sonden dienten die monoklonalen Antikorper 3F4-Alexa488 und 12F10- 
Cy5. In 5 von 24 CJD-Liquorproben lag das Signal iiber einer Schwelle von einem Kanal, 
dagegen enthielt keine der Kontollen mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen po- 
sitives Signal. 



Liquordiagnose von Morbus Alzheimer 

Die Alzheimersche Erkrankung ist durch die erhohte Entstehung von Fragmenten ei- 
nes Transmembran-Proteins, dem sogenannten Amyloid-Precursor-Protein (APP), 
gekennzeichnet, die in einem Folgeprozess aggregieren und amyloide Ablagerungen 
bilden. Anders als das pathologische PrP 5c sind die amyloiden A/?-Peptide als nor- 
male Stoffwechselprodukte auch im gesunden Menschen in geringer Menge nachzu- 
weisen. Eine pathologisch erhohte Menge an aggregierten Peptiden ist daher durch 
einen Schwellenwert zu definieren. 

Mittels der Zweikanal-Intensitatsanalyse wurden unbehandelte Liquorproben von 
sechs Alzheimer Patienten sowie 16 Proben von Patienten, die an anderen neurode- 
generativen Erkrankungen litten, sowie von gesunden Patienten untersucht. Dabei 



- 61 - 



25- 










20- 










Peaksignal 

I.I. 


















5- 






■ 




o-J 


in 




1 










AD 


Kontrolle 



F i g ur 4.27: Zweikanal-SIFT Messung in Liquorproben von AD und Kontrollpatien- 
ten. Die Messung erfolgte fur 600s mit einer Kanalweite von 0.5 ms wie in 4.18 beschrieben. 
Als Sonden dienten die Antikorper pAB42-Alexa488 und 6E10-Cy5. In 5 von 6 Patienten 
mit klini scher Alzheimerdiagnose, jedoch in keiner der Kontrollen lag das Signal iiber dem 
gesetzten Schwellenwert. 

wurde das Antikorper-Sondensystem verwendet, das anhand von kxinstlichen A£42 
Aggregaten etabliert und evaluiert worden war. In 83 % (5 / 6 Fallen) der unter- 
sucbten Spinalliquor-Proben von Alzheimer-Patienten lag die Menge an aggregat- 
spezifischem Signal iiber dem gesetzten Schwellenwert. Dagegen lag das Signal aller 
Kontrollpatienten darunter (s. Abb. 4.27). 

Bei den untersuchten Liquorproben handelt es sich sowohl im Falle der Alzheimer- 
als auch der Creutzfeldt-Jakob-Patienten um solche, die im Rahmen von klini- 
schen Routineuntersuchungen, wie z. B. dem Nachweis des neurodegenerativen Se- 
kundarmarkers 14-3-3, gewonnen wurden. Sie sind hinsichtlich ihrer klinischen Vor- 
geschichte daher sehr heterogen. Es wurde eine Serie von 5 AD Proben und 4 
Kontroll-Liquorproben untersucht, die eigens asserviert wurden. Hier konnte in den 
AD-positiven Probe eine deutlich grofiere Menge amyloider Aggregate nachgewiesen 
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Figur j 4.28: Zweikanal-SIFT Messung in Liquorproben von AD und Kontrollpatien- 
ten. Die Messung erfolgte fur 600s mit einer Binweite von 0.5 ms wie in 4.18 beschrieben. 
Als Sonden dienten die Antikorper pAB42-Alexa488 und 6E10-Cy5. Die Proben wurden 
direkt nach der Entnahme asserviert (s. Kap. 3.1.4). 

werden als in den Proben aus der klinischen Routinediagnostik, was die Bedeutung 
der Probenvorbereitung nnterstreicht. 

Differenzierung von Prionstammen 

Fur die Detektion pathologischer Aggregate im Rahmen der diagnostischen Systeme 
wurde in der Zweikanal-Intensitatsanalyse allein ausgewertet, ob ein Aggregat mit 
einer grofien Zahl beider Sondenmolekiile markiert war. Im Gegensatz zur Korrela- 
tionsanalyse, die Aussagen iiber die mittlere Konzentration und den Markierungs- 
grad der detektierten Molekiile liefert, erfasst die Intensitatsanalyse das Signal je- 
des detektierten Partikels separat. Daher erlaubte sie, das Verhaltnis des Signals 
in beiden Messkanalen und damit das Verhalnis der gebundenen Sonden fiir jedes 
Zielmolekiil zu bestimmen. Damit war neben der Detektion von Aggregaten audi 
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ihre Charakterisierung anhand der relativen Affinitat mehrerer Sonden moglich. 




Figur 4.29: Bestimmung des Bindungsverhaltnisses der Sonden. Signal einer 
Zweikanal-SEFT Messung an humanem PrP 5c (129M/M) Typ II. Die Messung erfolgte 
fur 600s mit einer Kanalweite von 0.5 ms wie in 4.18 beschrieben. AIs Sonden dienten 
die Antikorper A917-Alexa488 und 12F10-Cy5. Das PrP 5c -spezifische Signal > 8 • 
wurde in neun Sektoren gleicher Signalverhaltnisse aufsummiert. 

Die differentielle Bindung einer Anzahl unterschiedlicher monoklonaler Antikorper- 
sonden an pathologisches Prionprotein wurde an aufgereinigtem menschlichem PrP Sc 
untersucht. Dabei war es moglich verschiedene Typen des rathogenen Prionproteins 
zu differenzieren. 

Die Messung erfolgte im gleichen Messaufbau wie die diagnostische Anwendung. 
Zur Bestimmung des Verhaltnisses des Signals der beiden fluoreszenzmarkierten Son- 
den in einer Messung wurde das Intensitatshistogramm der Zweikanal-Intensitats- 
analyse in Sektoren gleichen Signalverhaltnisses unterteilt. In jedem Sektor wurde 
die Zahl der Messkanale, deren Intensitat iiber einem Schwellenwert lag, bestimmt 
(Abb. 4.29). Das aggregatspezifische Signal wurde iiber eine Schwelle von 8 • a ab- 



getrennt. Das Signal hoher Intensitat konnte mit dieser Schwelle sicher vom Sonden- 
signal separiert werden. Ein Storsignal der urispezifischen Sondenaggregation wurde 
hingegen nicht vom restlichen Signal hoher Intensitat getrennt. Aus diesem Grund 
enthalt der Sektor, in dem das Signal mit einem Anteil der roten Sonde von 0-10 % 
zusammengefasst ist, in alien Messungen einen Anteil unspezifischen Signals. Dieser 
Anteil wurde in Referenzmessungen bestimmt und vom aggregatspezifischen Signal 
abgezogen. 
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Figur 4.30: PrP 5c Typ I und Typ II im SIFT-Signal von humanem PrP Sc (129 
M/M). Das gereinigte PtP Sc wurde 1:10 in Liquor von Kontrollpatienten unter Zugabe 
von 0.1% NP40 verdiinnt. Messung und Auswertung erfolgte wie in Abb. 4.29 beschrieben. 
a) Signalanteile beider Sonden in der Messung von M/M Typ I und M/M Typ II PtP Sc mit 
Anpassung durch eine Normalverteilung. b) Signalanteile beider Sonden in der Summation 
der Einzelmessungen von PrP 5c Typ I und Typ II (grau) sowie Messug einer Mischung 
beider PrP 5c Typen. 

Die Trennung der Priontypen wurde mit verschiedenen Sondenpaaren und De- 
tergenzienzusatzen optimiert. Aufgereinigtes pathogenes Prionprotein von Typ I 
und Typ II zweier an Codon 129 M/M homozygoter Patienten konnte anhand der 
relativen Sondenbindung charakterisiert werden. Dabei liefien sich beide Konfor- 
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mation reproduzierbar anhand des Bindungsverhaltnisses der Sonden difFerenzieren 
(Abb. 4.30 a). Das aggregatspezifische Signal des Typs II (129 M/M) zeigt eine Nor- 
malverteilung um ein Sondenverhaltnis von 55 ± 15%. Das zusatzliche Signal mit 
einem griinen Anteil > 90% ist vermutlich auf Aggregation bzw. Vernetzung der 
Sonde zuruckzufuhren. Dagegen ist das Markierungsverhaltnis im PrP Sc Typ I zu- 
gunsten der griin markierten Sonde verschoben (mAB 917-Alexa). Nach Abzug des 
sondeninharenten Signalanteils liegt das Verteilungsmaximum bier bei einem Anteil 
der griin markierten Sonde von 85 ± 20%. 

Um sicherzustellen, dass die Differenzierung aufgrund der Konformation des Ziel- 
molekuls und nicht aufgrund von Sekundareffekten, wie z. B. Kontaminationen aus 
der Aufarbeitung der Proben, erfolgte, wurde eine Mischung von Typ I und Typ 
II des PrP 5c analysiert. Zwar iiberlagern sich die Verteilungen beider Typen, doch 
ist die Gesamtverteilung der Mischung weitgehend deckungsgleich mit der Sum- 
me der IntensitatsverteUungen, die aus Einzelmessungen gewonnen wurden (Abb. 
4.30 b). Die unterschiedliche Affinitat der Sonden ist also auf die Konformation des 
Zielmolekiils und nicht auf Kontaminationseffekte zuruckzufuhren. Ist das Vertei- 
lungsmaximum der Priontypen durch Eichmessungen bestimmt worden, lassen sich 
auch ohne vollstandige Trennung der Verteilungen die Anteile von Typ I und Typ 
II PrP Sc in den Proben bestimmen. 

Zur Differenzierung des Signals der PrP Sc -Typen ist es nicht erforderlich, jeden 
Paxtikel mit der selben Effizienz zu detektieren. Im Gegensatz zu anderen Metho- 
den zur Charakterisierung einzelner Partikel durch die relative Bindungsaffinitat 
mehrerer Sonden, wie z.B. der FACS-Analyse auf Zellebene, liefert die quantita- 
tive Detektion des Fluoreszenzsignals auf Basis einzelner Molekiildurchtritte einen 
internen Standard zur Bestimmung des Markierungsverhaltnisses. 



Diskussion 



Eine grofie Zahl neurodegenerativer Erkrankungen geht mit der Bildung pathologi- 
scher Pro'teinablagerungen einher [46]. Eine besondere Form pathologischer Ablage- 
rungen sind amyloide Strukturen. Die Bildung amyloider Ablagerungen eines post- 
translational modifizierten, zellularen Proteins stent im Zentrum der Pathogenese 
der Alzheimerschen Erkrankung und der transmissiblen spongiformen Enzephalo- 
pathien (TSE) oder Prionkrankheiten. Wahrend die Prionkrankheiten ubertragbar 
sind, ist ein infektioser Mechanismus fur die Alzheimersche Erkrankung nicht be- 
schrieben. Im Falle der TSE ist nach der Prionhypothese, die mittlerweile iiberwie- 
gend anerkannt ist, das amyloidbildende Protein selbst das infektiose Agens [123]. 
Es existieren vielfache Hinweise, dass die Aggregatform wesentliches Merkmal des 
infektiosen Agens oder Prions ist [96],[130],[53],[74]. Der Mechanismus der Amyloid- 
bildung ist daher von entscheidender Bedeutung fur das Verstandnis der Alzhei- 
merschen Erkrankung und der Prionkrankheiten. Vom diagnostischen Standpunkt 
sowie zur Entwicklung therapeutisch wirksamer Substanzen erscheint ein moglichst 
empfindlicher Nachweis des Erregers bzw. der pathologischen Aggregate wiinschens- 
wert. Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) bietet als Verfahren zur 
Detektion und Charakterisierung einzelner Molekule in Losung die geeigneten Vor- 
aussetzungen zur Untersuchung des Aggregationsprozesses sowie zum Nachweis der 
pathologischen Aggregate. 

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem in vifro-System die Aggregation des 
Prionproteins auf der Ebene einzelner Molekule untersucht. Als Modell fur die Unter- 
suchung der Aggregation diente ein rekombinant hergestelltes Fragment des Prion- 
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proteins, das in seiner Aminosauresequenz dem Protease-resistenten Kern des pa- 
thogenen PrP 5c entsprach (rPrP 90-231), der die Hauptkompontente pathogener 
Aggregate in vivo bildet. 

Zur Charakterisierung des Aggregationsprozesses wurde in erster Linie die kon- 
fokale FCS in dem von Schwille [109] entwickelten Zweifarben-Kreuzkorrelations- 
aufbau eingesetzt. Dabei diente monomeres PrP, das mit zwei unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert war, als Sonde. Es konnten zwei unterschiedliche 
Mechanismen der Aggregation charakterisiert werden. Einerseits aggregiert mono- 
meres PrP de novo unter mehreren Zwischenschritten zu multimeren Einheiten. An- 
dererseits lagert es sich schnell an Aggregationskeime und Aggregate an, die bereits 
in Losung vorliegen. Der zweite Prozess kann zum Nachweis einzelner Aggregate 
von pathologischem Prionprotein und amyloidem A/3-Peptid dienen und hat daher 
grofies diagnostisches Potential. 

Der Messaufbau wurde fur die Erfordernisse der diagnostischen Anwendung wei- 
terentwickelt. Zu diesem Zweck wurde eine Scanvorrichtung und ein Verfahren zur 
quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitat einzelner Partikel entwickelt. 
Erst die Kombination beider Techniken fiihrte zu einer entschiedenden Steigerung 
der Detektionssensitivitat des „Scannens intensiv fluoreszierender Targetmolekule" 
(SIFT). Die fluoreszenten Sonden wurden hinsichtlich ihrer Affinitat und Spezi- 
fitat optimiert. Damit gelang es, Aggregate des pathologischen PrionprOteins und 
der A^-Peptide in femtomolarer Konzentration zu detektieren. Sowohl im Falle 
des Morbus Alzheimer als auch erstmals im Falle der Creutzfeldt-Jakob Erkran- 
kung liefien sich pathologische Aggregate spezifisch im Spinalliquor erkrankter Pa- 
tienten nachweisen. Die Detektion pathogener Aggregate im Signal der Zweikanal- 
Fluoreszenzintensitats-Analyse, kurz SIFT-Signal, kann damit nicht nur die Basis 
eines hochempfindlichen erregerspezifischen Tests bilden, sondern erlaubt dariiber- 
hinaus eine Charakterisierung der Aggregate anhand der BindungsafBnitat verschie- 
dener Sondenmolekiile. 

Im Folgenden soli ausfuhrlich auf die Untersuchungen zur Aggregation und ihre 
Relevanz fur die Konversion des Prionproteins, sowie auf Starken und Grenzen des 
Verfahrens zum Nachweis einzelner pathogener Aggregate eingegangen werden. 
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Aggregationsmechanismus des rekombinanten 
Prionproteins 

Die pathologische Form des Prionproteins (PrP Sc ) lasst sich in Form von fibrillaren 
Aggregaten, den sogenannten prion rods, aus Hirngewebe von Menschen und Tie- 
ren isolieren, die an TSE erkrankt sind. Hauptkoraponente der Aggregate ist die 
N-terminal trunkierte Form des PrP, das PrP (27-30). PrP (27-30) lasst sich durch 
ionische Detergenzien in Kombination mit Ultrabeschallung [93] oder Extraktion 
in organischen Losemitteln [130] oligo- bzw. monomer in Losung bringen. Dabei 
geht die £-Faltblattstruktur des Proteins verloren. Unter geeigneten Bedingungen 
reaggregiert das solubilisierte PrP, wobei eine £-Faltblattstruktur und eine teil- 
weise Proteaseresistenz wiederhergestellt werden [93]. Rekombinantes PrP (90-231), 
das in der Aminosauresequenz dem aggregatbildenden pathologischen PrP (27-30) 
gleicht, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Modellsystem zur Untersu- 
chung des Aggregationsmechanismusses verwendet. Wie im Falle des solubilisierten 
PrP (27-30) lasst sich durch Losen in einem ionischen Detergenz und anschliefiendes 
Ausdiinnen des Detergenz eine Strukturumwandlung unter Bildurng von Aggrega- 
ten induzieren (s. Kap. 4). Das aggregierte PrP lasst sich durch Ultrazentrifugation 
sedimentieren. Wie beim solubilisierten PrP Sc geht die Aggregation mit einer Um- 
wandlung or-helikaler in £-Faltblatt Strukturen einher [91]. 

Fluoreszenzmarkiertes monomeres PrP (90-231) koaggregiert mit dem unmarkier- 
ten Protein und ermoglicht so, den Aggregationsprozess durch die Fluoreszenz- 
Korrelations-Spektroskopie bei nanomolarer Konzentration zu verfolgen. Im Ge- 
gensatz zu klassischen Verfahren zur Aggregationsanalyse, wie der Messung der 
Lichtstreuung, lasst sich durch die FCS bereits die Bildung oligomerer, im Falle der 
Kreuzkorrelationsanalyse sogar dimerer Strukturen nachweisen. Sie eignet sich daher 
in besonderer Weise zur Untersuchung der initialen Aggregationsschritte. Es lassen 
sich mehrere Phasen des Aggregationsprozesses differenzieren: Eine initiale Di- und 
Oligomerbildung, ein darauf folgendes Wachstum der Oligomere und schliefilich die 
Bildung grofier Proteinmultimere. 

Nach Ausdunnen des Detergenz erfolgt schnell, d.h. zum Teil noch wahrend der 
Probenvorbereitungszeit, die quantitative Bildung von Di- und kleinen Oligome- 
ren. Im selben Zeitbereich ist durch CD-Spektroskopie die Bildung von £-Falt- 
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blattstrukturen beobachtet worden [93]. Ob die Strukturumwandlung der initialen 
Dimerisierung vorangeht oder beide Prozesse gleichzeitig erfolgen, konnte bislang 
nicht geklart werden, da die CD-Spektroskopie relativ hohe Proteinkonzentrationen 
erfordert und somit die Strukturumwandlung bereits wahrend der Probenvorberei- 
tung weitestgehend abgeschlossen ist [93]. Der initiale Bindungsschritt erzeugt im 
Autokorrelationssignal eine 20-30 % ige Zunahme der Diffusionszeit. Unter Ein- 
satz zweier fluoreszenzmarkierter Sonden liefien sich durch Kreuzkorrelation beider 
Farben die initial gebildeten Oligomere vom Signal monomerer PrP-Molekule und 
freier Farbstoffe trennen [8]. Bei einer Proteinkonzentration von 50 nM liefi sich der 
Bindungsprozess durch eine irreversible bimolekulare Dimerisierung mit einer Zeit- 
konstanten von 2- 10 6 M -1 s -1 beschreiben. Bei einem Uberschuss von unmarkiertem 
Protein lasst sich jedoch nicht ausschliefien, dass die markierten Bindungspartner zu- 
vor bereits mit unmarkiertem PrP reagiert haben. Fur eine Beteiligung unmarkierter 
Molekule spricht, dass der Bindungsprozess ohne einen Uberschuss an unmarkier- 
tem Protein erheblich verlangsamt ist. Die initiale Zunahme der Diffusionszeit um 
30 % entsprache bei einer quantitativen Reaktion einer Bildung von Dimeren. Auf- 
grund der relativ grofien Streuung der Diffusionszeiten lasst sich die Grofie der initial 
gebildeten Oligomere nur auf 2-4 Monomere eingrenzen. 

In der folgenden Phase verdoppelt sich die Diffusionszeit der initial gebildeten 
Di- oder Oligomere innerhalb von Stunden. Anhand der Diffusionszeit lasst sich 
abschatzen, dass ein Oligomer in diesem Stadium im Mittel etwa 15 Proteinmolekiile 
enthalt. Der Wachstumsprozess lasst sich zeitlich klar vom initialen Bindungsschritt 
trennen (s. Kap. 4.1.2). Im Laufe des Aggregatwachstums nimmt zugleich die He- 
terogenitat der Aggregatgrofie zu. Lassen sich die Kreuzkorrelationskurven nach 1 
h noch innerhalb der Fehlergrenzen durch eine Anpassung mit einer Diffusionskom- 
ponente beschreiben, so zeigt sich zu spateren Zeiten eine deutliche Abweichung der 
Messdaten vo diesem Modell (s. Kap 4.1.3). Auch bei PrP (27-30) wurde durch Tren- 
nung in einem Sucrosegradienten eine stark heterogene Aggregatgrofie festgestellt, 
die hydrophoben Wechselwirkungen zugeordnet wurde [94]. Hydrophobe Wechsel- 
wirkungen wurden auch in der Aggregation von amyloidogenem Lysozym [11] und 
der Bildung von Calcitonin-Fibrillen im Menschen [4] beobachtet. Bemerkenswert 
war der Verlauf der Partikelzahl und der Fluoreszenzintensitat im Aggregations- 
prozess. Erfolgt der initiale Dimerisierungsschritt quantitativ, so muss die Konzen- 




tration der Oligomere im Laufe des Aggregatwachstums abnehmen. Andert sich die 
Fluoreszenzausbeute bei der .Oligomerisierung nicht, so bleibt die Gesamtfluoreszenz 
der rot- und der griinmarkierten Molekiile dagegen gleich, so dass die Amplitude der 
Kreuzkorrelationsfunktion abnimmt. Dieser Verlauf wurde auch in der Messung der 
Kreuzkorrelation beobachtet (s. Kap 4.1.3). 

Im Verlauf der Aggregation nimmt jedoch auch die Gesamtfluoreszenz beider Fluo- 
rophore ab. Dies geschieht durch die Uberlagerung zweier Effekte: Zum einen werden 
die Molekiile durch Adsorption mit einer charakteristischen Zeitkonstante von et- 
wa 20 min ausgediinnt. Dies allein kann jedoch nicht den eigentximlichen Verlauf 
der Fluoreszenzintensitat und der Molekiilzahl erklaren, die wahrend des Aggre- 
gationsprozesses ein Minimum durchlauft (s. Abb. 4.10). Neben der Abnahme der 
Fluoreszenz durch den Adsorptionsprozess beobachtet man eine Abnahme der Fluo- 
reszenzquantenausbeute der Fluorophore durch die Oligomerisierung. Der zeitliche 
Verlauf der Intensitat und der als inverse Amplitude der Autokorrelationsfunktion 
definierten Molekiilzahl lasst sich im Rahmen einer quantitativien Dimerisierungs- 
oder Oligomerisierungsreaktion modellieren, wenn man eine Verringerung der Quan- 
tenausbeute auf 20 % des Monomers annimmt. 

Diese Annahme erscheint gerechtfertigt, wenn man zugrunde legt, dass die Mar- 
kierung des PrP bevorzugt am Lysinrest der Aminosaure 109 erfolgt. Nach Fluo- 
reszenzmarkierung lasst sich PrP (90-231) im Western Blot nicht mehr durch den 
Antikorper 3F4 detektieren (Post, personliche Mitteilung), dessen Bindungsepitop 
die Aminosaauren 107-110 bilden [61]. Es wird angenommen, dass die Aminosauren 
90-120 Teil der Bindungsoberflache fur die Dimerisierung des PrP-Molekiils sind 
[24]. Es ist zugleich ein or-helikaler Bereich des Proteins, in dem besonders starke 
Strukturanderungen zu erwarten sind [103]. Das Anbringen einer Fluoreszenzmar- 
kierung in diesem strukturrelevanten Bereich des Proteins birgt auch die Gefahr, 
den Prozess der Strukturumwandlung zu beeinflussen. Um den Einfluss des Fluoro- 
phors auf den Aggregationsprozess zu minimieren, betrug der Anteil des markierten 
PrP nur 5 % des Gesamtproteins. Der Einfluss der Position des Fluorophors konnte 
bestimmt werden, indem man durch gezielte Punktmutation Aminosauren einfiigt, 
die dann spezifisch markiert werden konnen. Anders als das PrP voller Lange, des- 
sen N-Terminus nach NMR-Untersuchungen in Losung weitgehend unstrukturiert 
ist [103], befinden sich im proteaseresistenten Kern allerdings keine Bereiche, die a 




priori irrelevant fur die Strukturanderung des Proteins waren. 

Die dritte Phase des Aggregationsprozesses ist die Bildung grofier multimerer Ag- 
gregate. Die ersten Aggregate treten nach ~ 1 h auf, ihre Zahl nimmt im Verlauf von 
Tagen weiter zu. Das Wachstum der Oligomere verlauft also nicht homogen. Es ist 
vielmehr anzunehmen, dass das Aggregatwachstum ab einer bestimmten kritischen 
Oligomergrofie sehr schnell verlauft. Die Multimere sind in ihrer Grofie wiederum 
heterogen. Ihre Diffusionszeiten reichen von einigen Millisekunden bis hin zu 100 
ms. Die Multimere enthalten dementsprechend 10 3 bis 10 5 Monomere. Elektronen- 
mikroskopische Aumahmen von Aggregaten, die in analoger Weise erzeugt wurden, 
zeigen eine globulare Struktur mit einem Durchmesser von etwa 25 nm, die sich 
zu weiteren amorphen Strukturen zusammenlagern [93]. Damit unterscheiden sich 
die Multimere klar von der fibrillaren Struktur der prion rods des PrP (27-30) [96]. 
Liegen multimere Aggregate bereits in Losung vor, so erfolgt die Anlagerung wei- 
terer monomerer Einheiten wiederum innerhalb von Minuten (s. Kap 4.2.1). Dieses 
Verhalten entspricht dem einer keiminduzierten Aggregation nach dem Nukleations- 
modell [53],[37]. 

Das Aggregationsverhalten verschiedener A/3 Peptide lasst sich durch ein Nu- 
kleationsmodell beschreiben [119]. Auch die Aggregation von Calcitonin folgt einem 
doppelten Nukleationsmodell [4]. Fur die Strukturumwandlung des Prionproteins in 
seine pathologische Form wurden von Lansbury [53] das Modell der keiminduzierten 
Aggregation analog zum A^-Peptid vorgeschlagen. Einige Aspekte der Aggregation 
des PrP (90-231) entsprechen dem Lansbury-Modell. So erfolgt die Aggregation 
unter Bildung von 0-Faltblattstrukturen [93]. Auch wird eine Verzogerungsphase 
bis zum Auftreten multimerer Aggregate beobachtet (s. Kap. 4.1.3), so dass sich 
der Prozess bei alleiniger Detektion multimerer Aggregate nach dem Nukleations- 
modell beschreiben liefie. In den einzelnen Aggregationsschritten zeigen sich jedoch 
erhebliche Unterschiede. 

Das Modell der keiminduzierten Aggregation geht davon aus, dass das thermody- 
namische Gleichgewicht zwischen monomerem und oligomerem Protein auf Seiten 
der Monomere liegt. Wie von Eigen [37] gezeigt, ist damit die Gesamtkonzentration 
aller pranuklearer Zustande viel geringer als die der Monomere (s. auch Kap. 2.4.3). 
Das Nukleationsmodell kann damit die spate Phase der Aggregation beschreiben in 
der plotzlich vereinzelte Multimere auftreten, nicht jedoch die initiale quantitative 




Bildung von Di- und Oligomeren. Es ist vielmehr davon auszugehen, dass ein mehr- 
Stufiger Prozess der Aggregation vorliegt, in dem die initial gebildeten Oligomere 
eine kritische Grofie erreichen und dann zu grofien Aggregaten konglomerieren. 

Nimmt man fur die Strukturumwandlung des PrP einen autokatalytischen Mecha- 
nismus an, so erfordert der Verlauf der Erkrankung einen kooperativen Prozess der 
Bildung des pathologischen PrP 5c [37] (s. auch Kap. 2.4.2). Ob der initiale Schritt 
der Oligomerisierung der Aggregation des PrP (90-231) kooperativ verlauft, lasst 
sich anhand der vorliegenden Daten nicht bestimmen. Bei den Proteinkonzentra- 
tionen, die in dieser Studie eingesetzt wurden., konnte ein kooperativer Prozess so 
schnell verlaufen, dass er dureh die FCS-Messung nicht aufgelost wird. Eine ande- 
re Ursache fur eine fehlende Kooperativitat konnen die Ausgangsbedingungen der 
Aggregation sein. 

Um die Aggregation auszulosen, wird das Protein zunachst in einem Puffer mit 
ionischem Detergenz gelost, wobei die Konzentration des Detergenz knapp unter der 
kritischen Mizellenkonzentration liegt. Dies wird als Modell fiir die Bindung des Pro- 
teins an die Zellmembran diskutiert [93], [91]. Man kann daher nicht davon ausgehen, 
dass seine Konformation vollstandig der nativen Konformation des PrP c entspricht. 
In der nativen Konformation besitzt das Protein einen hydrophilen N-terminus und 
ist C-terminal fiber einen Glyco-Phospholipidanker mit der Membran verknupft. Bei 
der Solubilisierung von Proteinen durch die Bindung von Detergenzmolekulen lassen 
sich abhangig von der Konzentration des Detergenz drei Phasen unterscheiden. Bei 
niedriger Konzentration binden durch hydrophobe Wechselwirkungen zunachst ein- 
zelne Detergenzmolekule an diskrete Bindungsstellen des Proteins [120]. So bindet 
das Protein BSA 8-10 Molekule SDS [101]. Die Tertiarstruktur des Proteins bleibt 
dabei erhalten. Knapp unterhalb der kritischen Mizellenkonzentration (CMC) er- 
folgt dann eine massive Bindung von Detergenzmolekulen an die Proteinoberflache, 
zunachst unter weitgehender Erhaltung der Struktur. In einem dritten kooperati- 
ven Schritt wird das Protein schliefilich denaturiert [63]. Die SDS-Konzentration, 
die zur Solubilisierung des PrP eingesetzt wird, liegt nur wenig unter der CMC, so 
dass eine massive Bindung von SDS-Molekiilen zu erwarten ist. Man konnte vermu- 
ten, dass die SDS-Bindung die Struktur des PrP soweit verandert hat, dass es in 
einem aktivierten Zustand ffir die Strukturumwandlung zur hydrophoben Konfor- 
mation vorlag, analog zur Bindung eines Chaperone-Proteins, die im Rahmen der 
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Prionhypothese diskutiert wird [117]. Ausdiinnung des Detergenz hatte dann eine 
quantitative Umwandlung in die stabilere £-Faltblatt Struktur zur Folge. 

Aggregation als Schliissel zur Prionhypothe- 
se? 

Die Untersuchungen zur Aggregation des Prionproteins haben gezeigt, dass das PrP 
eine plastische, potentiell instabile Struktur besitzt. Das Gleichgewicht zwischen den 
verschiedenen Konformationen lasst sich leicht durch eine hydrophile bzw. hydro- 
phobe Umgebung beeinflussen. Dabei kann eine Umwandlung o-helikaler Struktu- 
relemente in /9-Faltblatter induziert werden, die eine Aggregation des Proteins zur 
Folge hat. Dies wirft die Frage auf, wie stabil die Struktur des PrP, die durch NMR- 
Untersuchungen bestimmt wurde, unter physiologischen Bedingungen ist. Die Struk- 
tur des Proteins voller Lange unterscheidet sich von der des C-terminalen proteasere- 
sistenten Kerns im NMR-Spektrum nur durch einen unstrukturierten N-terminalen 
Bereich [103]. In vivo ist das zellulare Protein durch einen GPI-Anker an der Zell- 
membran stabilisiert. Wie die Untersuchung der Aggregation des PrP zeigt, ist die 
Struktur des Proteins in Losung nicht mehr uneingeschrankt stabil. Untersuchungen 
zur Kompartimentierung des PrP weisen darauf hin, dass pathologisches PrP 5c in 
Upidreichen Kompartimenten, sogenannten Caveolae, akkumuliert [132]. Es wird da- 
her spekuliert, ob die Umwandlung des zellularen PrP in PrP Sc bevorzugt in diesen 
Kompartimenten erfolgt. In jedem Fall steht die Aggregation des pathogenen Prion- 
proteins im Zentrum der Pathogenese der Prionkrankheiten. Bislang liefi sich die 
Infektiositat nicht von der Aggregatform des PrP Sc trennen, wobei eine infektiose 
Einheit (ID 50 ) 10 4 -10 5 PrP-Monomeren entspricht [1], [97]. Eine Solubilisierung des 
Agens fuhrt zum Verlust der Infektiositat [93],[130]. Die tierexperimentellen Befun- 
de zur Abhangigkeit der Inkubationszeit von der infektiosen Dosis und zum Abbau 
des Erregers in vivo lassen sich durch ein Nukleationsmodell beschreiben das eine 
Mindestgrofie des Nukleationskeimes von n = 6 und eine mittlere Aggregatgrofie von 
n = 1000 Monomeren besitzt [74]. Dabei wurde eine konstante Rate angenommen, 
mit der gebildete fibrillare Aggregate zerbrechen. Die mittlere GroBe der PrP Sc - 
Aggregate aus den Modellrechnungen entspricht der Aggregatgrofie, die im Rahmen 
des diagnostischen Modellsystems durch die SIFT-Messung als. mittlere Grofie der 



- 74 - 



prion rods bestimmt wurde. 

Detektion einzelner amyloider Aggregate 

Die Bildung von Aggregaten eines postradiational modifizierten, zellularen Pro- 
teins stent im Zentrum der Pathogenese der Prionerkrankungen und der Alzhei- 
merschen Erkrankung. Ein empfindlicher Nachweis der pathologischen Aggregate 
kann daher als diagnostischer Test genutzt werden. Legt man die Prionhypothe- 
se zugrunde, so ist der Nachweis pathologischen, aggregierten Prionproteins sogar 
erregerspezifisch. Es existieren mehrere diagnostisch nutzbare Markerproteine fiir 
neurodegenerative Prozesse, wie das 14-3-3 Protein [134], die neuronenspezifische 
Enolase (NSE) [133] und das S-100 Protein. Diese Proteine treten vermehrt beim 
massiven Untergang von Nervenzellen bzw. der begleitenden Gliose auf , detektieren 
jedoch nicht das infektiose Agens. Sie erlauben daher eine Diagnose nur in Kom- 
bination mit weiteren klinischen Untersuchungen. Den Standard zum Nachweis des 
Erregers der Prionkrankheiten bildet nach wie vor die experimentelle Ubertragung 
auf Versuchstiere [95]. Ein zweiter Ansatz nutzt die Proteaseresistenz des PrP 5c , so 
dass sich nach Verdau mit einer Protease unverdautes Prionprotein durch Western 
blot oder ELISA-Verfahren nachweisen lasst. 

Die konfokale Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie bildet als Verfahren zur 
Charakterisierung einzelner Molekiile die geeignete Basis fiir einen hochempfindli- 
chen einfachen Test, der auf der Aggregation des pathologischen Agens beruht. Das 
Verfahren ist damit sowohl auf Prionkrankheiten als auch auf andere Erkrankungen 
wie Morbus Alzheimer anwendbar, die durch die Bildung pathologischer Aggregate 
charakterisiert sind. Bei der Entwicklung eines diagnostischen Verfahrens sind dabei 
mehrere Teilaufgaben zu losen: Die Entwicklung eines Sondensystems zum spezifi- 
schen Nachweis pathologischer Aggregate und zur Unterdriickung falsch-positiven 
Signals und die Trennung und Quantifizierung des spezifischen Signals in SIFT- 
und Kreuzkorrelationsanalyse. Schliefilich muss das diagnostische System evaluiert 
werden, um Grenzen und Entwicklungspotential der Methode herauszuarbeiten. 

Um pathologische Aggregate fluoreszenzspektroskopisch nachweisen zu konnen, 
miissen sie spezifisch durch fluoreszierende Sonden markiert werden. Dies lasst sich 
durch zwei Strategien verwirklichen: 
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1. Inkorporation fluoreszenzmarkierter Monomere nach dem Mechariismus der 
keiminduzierten Aggregation und 

2. spezifische Bindung von fluoreszenzmarkierten Antikorpern. 

Beide Verfahren haben konzeptionelle Starken und Schwachen. Die Markierung 
durch Monomer-Sonden nutzt die unterschiedliche Aggregationskinetik von mono- 
merem PrP bzw. A0-Peptid in An- und Abwesenheit von Aggregates Die Anlage- 
rung an Aggregate erfolgt schneller als die Bildung grofier Multimere nach de novo 
Aggregation ([92], s. auch Kap. 4.2.1). Prinzipiell liefien sich nach diesem Ansatz 
auch kleinere Aggregate empfindlich nachweisen, da durch die Anlagerung von Mo- 
nomeren ein weiteres Aggregatwachstum induziert wird. Potentiell wird so eine hohe 
Sensitivitat der Detektion erreicht. In der Praxis ist jedoch die Sensitivitat der mo- 
nomeren Bausteine als Sondenmolekiile durch die Kontamination der Sonde mit Ag- 
gregeaten sowie durch Selbstaggregation des Sondenmolekuls stark eingeschrankt (s. 
Kap. 4.2.5). Ein konzeptioneller Nachteil ist die geringe Spezifitat, da sich offenbar 
monomere Sonden an alle amyloiden Strukturen anlagern. So lassen sich z.B. ag- 
gregiertes A£-Peptid und PrP auch durch Anlagerung der jeweils komplementaren 
Monomere nachweisen [91]. Spezifische Anlagerung und unspezifeche hydrophobe 
Wechselwirkungen kompetitieren beide mit der Bindung von Detergenzmolekiilen, 
so dass eine Differenzierung amyloider Aggregate nur in einem sehr engen Bereich 
der Detergenzkonzentration moglich ist [91]. Wird diese Konzentration nur um 0.01 
% iiberschritten, lagern sich die Sondenmolekule nicht mehr an den nachzuweisenden 
Aggregaten an. 

Bei Verwendung von Antikorpern, die gegen PrP bzw. A^-Epitope gerichtet sind, 
erfolgt die Bindung dagegen mit hoher Spezifitat und AfBnitat (s. Kap. 4.2.7). 
So konnten bei nanomolarer Sondenkonzentration noch PrP-Aggregate in femto- 
molarer Konzentration nachgewiesen werden. Die sehr hohe Bindungsaffinitat der 
Antikorpersonden ist sicher auch durch die Vielzahl an potentiellen Bindungsstel- 
len am Aggregat bedingt. Die lokale Konzentration an Bindungspartnern fur den 
Antikorper, der bereits an ein Aggregat gebunden ist, ist sehr viel grofier als die 
Gesamtkonzentration des PrP in Losung. Sowohl Prion- als auch A/3-Aggregate 
konnten in Losung hochspezifisch detektiert werden. Durch Wahl eines PrP spezi- 
fischen Antikorperpaares liefien sich prion rods in sub-nanomolarer Konzentration 




vor einem 2500-fachen Uberschuss an aggregiertem A0 detektieren. Bei optimaler 
Aufreinigung der Sonden lag die Menge der sondeninharenten Aggregate unter der 
Nachweisgrenze der SIFT-Detektion. Dies fuhrte gegenuber der PrP-Sonde zu einer 
Steigerung der Sensitivitat um mehr als zwei Grofienordnungen. 

Die hohe Affinitat der Antikorpersonden kann jedoch die Erkennung auch er- 
schweren. Die Sonden sind hochspezifisch gegenuber dem jeweiligen Bindungsepitop, 
jedoch nicht gegenuber der pathologischen Konformation oder der Aggregatform. 
Daher werden Antikorpersonden auch durch PrP bzw. A/9 gebiinden, das entweder 
frei in Losung oder an der Oberflache von Zellen oder Zellbestandteilen vorliegt. 
Im Falle der Detektion von A^-Aggregaten konkurriert freies A£-Peptid um die 
Bindung der Antikorper. Dadurch verringert sich die Konzentration der Sonde, die 
effektiv zur Bindung der Aggregate zur Verfiigung steht. Dies verringert wiederum 
die Markierungsdichte der Aggregate und verschlechtert die Trennung des aggregat- 
spezifischen Signals vom Hintergrund der freien Sonde. Anders als die A£-Peptide 
liegt PrP nicht in nennenswerter Konzentration im Liquor vor. Es wird jedoch an der 
Oberflache von Zellen exprimiert, so dass auch die im Liquor vorhandenen Leukozy- 
ten ein PrP-spezifisches, aber unerwiinschtes Signal erzeugen, das dem spezifischen 
Signal von PrP-Aggregaten gleicht. Die unspezifische Bindung der Sonden kann 
durch Zugabe milder nichtionischer Detergenzien verringert werden, die weiten Ein- 
satz zur Erhohung der Spezifitat der Antikorper-Antigen-Bindung finden [67]. Die 
Bindung an Zellen wird durch Zugabe von Detergenzien starker unterdriickt als die 
Aggregatbindung. Ursache konnte die hohere Dichte an Antigen-Bindungsstellen im 
Aggregat sein. 

Die normale Konzentration an Leukozyten liegt mit 10-50 Zellen / /d unter der 
Detektionsschwelle. Eine falsch positive Detektion tritt daher erst bei krankhaft 
erhohter Leukozytenzahl auf, wie sie durch entziindliche Prozesse im ZNS ausgelost 
wird. Detergenzzugabe verringert das Signal jedoch auch bei einer Konzentration 
von 500 Zellen / fA bis unter die Nachweisgrenze (s. Kap. 4.2.7). Eine weitere Ver- 
zehnfachung der Detergenzkonzentration fuhrte dagegen nur zu einer Halbierung des 
spezifischen Signals. 

Anders als monomere Sonden erfordern Antikorpersonden jedoch Aggregate, die 
eine gewisse Zahl an Bindungsstellen aufweisen, so dass eine grofie Zahl Sondenmo- 
lekule an das Aggregat binden konnen. Da die Abtrennung des spezifischen Signals 
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iiber die Fluoreszenzintensitat des einzelnen Aggregats erfolgt, werden prinzipiell 
grofie Aggregate besser vom Sondenhintergrund getrennt als kleine. Der Zusammen- 
hang zwischen Markierungsdichte und Sensitivitat des Verfahrens soil im Rahmen 
der Moglichkeiten und Grenzen der Sensitivitatssteigerung naher erortert werden. 

Abtrennung des spezifischen Signals 

Die Detektion eines einzelnen Molekiils ist iiber einen Schwellenwert definiert, der 
das Signal vom Rauschhintergrund trennt. Im Fall der Aggregatdetektion bildet das 
Signal der freien fluoreszenzmarkierten Sondenmolekiile den Hintergrund, vor dem 
das Zielmolekiil detektiert werden muss. Dabei ist das Verhaltnis von spezifischem 
Signal zum Rauschhintergrund der entscheidende Parameter, der die Effizienz der 
Detektion eines Molekiils (MDE) bestimmt [5]. Dementsprechend ist eine Markie- 
rung der Aggregate mit einer hohen Zahl von Sondenmolekiilen anzustreben. Neben 
dem Signal / Rausch (S/N)-Verhaltnis bestimmt auch die Form der Intensitatsver- 
teilung die Detektionseffizienz [125]. Wahrend bei Molekiilen mit einzelnen Chro- 
mophoren fur eine Detektionseffizienz von 95 % ein S/N-Verhaltnis von > 50 er- 
forderlich ist, erfolgt beim multichromophoren Phycoerythrin bereits bei S/N ~ 10 
eine vollstandige Detektion [125]. 

Im Fall der PrP-Aggregate ist das S/N-Verhaltnis aufgrund der heterogenen 
Grofie und unterschiedlichen Anzahl der Fluorophore der Aggregate nur abzuschatzen. 
Das S/N-Verhaltnis der Korrelationsanalyse ist proportional zur Zahlrate pro Mo- 
lekiil (cpms) [59]. In der Intensitatsanalyse lasst sich das S/N-Verhaltnis als Verhalt- 
nis der mittleren Zahl der Photonen / Bin iiber dem Schwellenwert und der mittleren 
Zahl der Photonen / Bin der Intensitatsverteilung der Sondenmolekiile angeben (s. 
Kap. 4.2.5). Aus der Messung der prion rods ermittelt man damit fur die Aggregate 
ein S/N von 15-25 bei 900 Photonen / Bin. 

Das Signal der Aggregate wurde iiber einen konstanten Schwellenwert abgetrennt. 
Bei gleicher Sondenkonzentration schwankte die mittlere Intensitat des Sondensi- 
gnals in verschiedenen Liquorproben um bis zu 50 %. Diese Schwankung wurde 
vermutlich durch Loschungseffekte verursacht. Um ein falsch-positives Signal aus- 
zuschliefien, wurde ein Schwellenwert gewahlt, der bei 12 a der mittleren Inten- 
sistatsverteilung der Sonde lag (s. Kap. 2.7). Wie in Abbildung 4.17 gezeigt, ist 
das Signal hoher Intensitat bei verschiedenen Schwellenwerten proportional zur Ag- 




gregatkonzentration, solange das Signal der Sondenmolekule vollstandig abgetrennt 
wird. Durch das Setzen eines zu hohen Schwellenwertes geht jedoch Signal der Ag- 
gregate verloren. Durch Implementierung eines dynamischen Schwellenwertes, der 
die Intensitatsverteilung des Sondensignals der jeweiligen Messungen zugrundelegt, 
konnte die Abtrennung des Aggregatsignals verbessert werden [22]. 

Dies ware audi Voraussetzung, urn die Sensitivitat der Detektion durch eine grofie- 
re Zahl von Molekiildurchtritten zu erhohen. Im Folgenden soil abgeschatzt werden, 
welche Sensitivitatssteigerung durch eine schnellere Bewegung der Probe zu errei- 
chen ist. Bei einer Erhohung der Scangeschwindigkeit muss gleichzeitig die Breite 
der Bins entsprechend verringert werden. Eine optimale Trennung von Signal und 
Hintergrund wird erreicht, wenn die Binweite der mittleren Durchtrittszeit eines Ag- 
gregats entspricht (vgl. Kap. 2.5.5). Das Verhaltnis von mittlerem Aggregatsignal 
und mittlerem Sondenhintergrund bleibt in diesem Fall gleich. Im vorliegenden Sy- 
stem ist bei einer Scangeschwindigkeit von 1 mm/s die Binweite mit 0.5 ms grofier als 
die mittlere Fluktuationszeit der Sondenmolekule (0.35 ms). Damit wird die Fluk- 
tuation des Signals der Sondenmolekule durch zeitliche Mittelung verringert. Eine 
Verkurzung der Binweite ffihrt daher zu einer hoheren relativen Fluktuation des 
Sondensignal und damit zu einer Verringerung des S/N Verhaltnisses. Nach Glei- 
chung 2.27 nimmt die relative Fluktuation der Sonden bei V Fluss = 10 mm/s und 
T B in = 50//5 nur um den Faktor 1.5 zu. Eine prinzipielle Grenze der Scangeschwin- 
digkeit wird dadurch erreicht, dass je Durchtritt eines Aggregates in einem Bin 
mindestens zwei Photonen detektiert werden miissen, um das Signal von Einpho- 
tonenprozessen, wie z.B. der Detektion eines Sondenmolekiils oder von zufalligem 
Detektorrauschen zu trennen. Damit liefie sich die Geschwindigkeit grundsatzlich 
bis auf ~ 100 mm/s steigern. 

Zweikanal-SIFT 

Durch die Verwendung zweier Sonden mit zwei unabhangigen Bindungsepitopen ist 
die Spezifitat der Detektion gegenuber der Verwendung einer Sonde erhoht. Die un- 
spezifische Bindung der Sonden fiihrt oft zu einem Signal hoher Intensitat in einem 
oder beiden Detektionskanalen (s. Kap. 4.2.7). Sind die unspezifischen Signale beider 
Sonden unabhangig voneinander, so ist die Wahrscheinlichkeit eines gleichzeitigen 
Signals hoher Intensitat in beiden Kanalen das Produkt der Einzelwahrscheinlich- 



• # 

- 79 - 



keiten. Wahrend einer Messung von 1.2 • 10 6 Bins trat in maximal 50-100 Bins un- 
spezifisches Signal auf (vgl. Abb. 4.29). Die Wahrscheinlichkeit eines falsch-positiven 
Signals in beiden Kanalen im Verlauf einer Messung liegt damit unter 0.01. 

Die Kreuzkorrelationsanalyse differenziert inharent zwischen einfach und zweifar- 
big markierten Aggregaten. Wahrend sich Molekule, die nur ein Fluorophor jeder 
Farbe tragen, bis zu einem Anteil von etwa 1 % am Gesamtsignal nachweisen lassen 
[109], konnen bereits einzelne hochmarkierte Aggregate ein hohes Kreuzkorrelati- 
onssignal erzeugen. In der Detektion pathologischer Aggregate ist die Kreuzkor- 
relationsampUtude iiber einen weiten Konzentrationsbereich proportional zum Si- 
gnal der Intensitatsanalyse (s. Kap. 4.2.8). Prinzipiell ist jedoch die Amplitude der 
Kreuzkorrelationsfunktion proportional zur Zahl der kreuzkorrelierenden Photonen 
und nicht zur Zahl der Molekule (s. Gl. 2.31). Bei der Detektion weniger Aggregate 
lassen sich schwacher markierte Aggregate daher in der Intensitatsanalyse besser 
vom Sondenhintergrund trennen. So heferte die Intensitatsanalyse in der liquordia- 
gnostischen Anwendung eine bessere Trennung von positiven und negativen Proben 
als die Kreuzkorrelationsanalyse. 

Im Gegensatz zur Kreuzkorrelationsanalyse ermoglicht die Zweikanal-Intensitats- 
analyse die Charakterisierung der Signalanteile beider Sonden fur jedes detektier- 
te Aggregat. So konnen unterschiedliche Formen der pathologischen Prionaggregate 
anhand der Bindung zweier Antikorpersonden differenziert werden. Die unterschied- 
lichen Typen des PrP 5c korrelieren mit verschiedenen Krankheitsverlaufen. Zur bio- 
chemischen Charakterisierung dienten bislang vor allem die Gr6fie und das Glykosy- 
lierungsmuster des proteaseresistenten Kerns des PrP 5c [86]. Ein neueres Verfahren 
zur Differenzierung verschiedener Priontypen basiert auf der unterschiedlichen Bin- 
dungsaffinitat von Antikorpern zur nativen und denaturierten Form des Proteins 
[107]. fin Gegensatz zur SIFT-basierten Charakterisierung wird die konformations- 
spezifische Affinitat des Antikorpers auf diese Weise mit einem externen Standard 
verglichen. Bei der Charakterisierung durch die relative Affinitat zweier Antikorper 
erfolgt die Standardisierung dagegen intern. Der Typ des Aggregats kann damit 
prinzipiell unabhangig von der Aggregatgrofie und Menge charakterisiert werden. 
Praktisch wird die statistsche Aussagekraft derzeit durch die Breite der Verteilung 
des Bindungsverhaltnisses beider Sonden begrenzt (s. Kap 4.4). So erfordert die si- 
chere Differenzierung von PrP 5c (M/M) Typ I und Typ II bei einer Uberlappung 
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beider Verteilungen von ~ 20 % die Detektion von mindestens vier Aggregates 

Diagnostische Anwendung und Ausblick 

Das Detektionsverfahren auf Basis eines konfokalen FCS-Aufbaus, das im Rahmen 
dieser Arbeit entwickelt wurde, ermoglicht es, mit hoher Spezifitat und Sensitivitat 
pathologist Aggregate im Liquor von Alzheimer- und CJD-Patienten nachzuwei- 
sen. Das Verfahren ist derzeit neben dem Infektionsversuch der einzige erregerspezi- 
fische Test der Creutzfeldt- Jakob Erkrankung im Spinalliquor. Der Anteil der Pati- 
enten, bei denen pathologist Aggregate nachgewiesen werden konnten, lag mit 5 
/ 24 leicht iiber der Ubertragungsquote im Tierversuch. Durch Inokulation von Pri- 
maten mit dem Liquor von CJD Patienten, konnte in einer Studie in 4 von 27 Fallen 
eine Erkrankung ausgelost werden [15]. Die statistische Signifikanz ist aufgrund der 
geringen Signalmenge in den Proben und der recht kleinen Zahl untersuchter Pa- 
tienten bislang begrenzt. Fortschritte in der Probenvorbereitung und die klinische 
Routineanwendung im Rahmen der deutschlandweiten CJD-Studie (s. Kap. 3.1.4) 
versprechen in der Zukunft eine breitere Datenbasis. 

Grundlage fur eine erfolgreiche Weiterentwicklung des Verfahrens ist die Erhohung 
der Signalmenge. Zur Erreichung dieses Ziels zeigen sich mehrere parallele Entwick- 
lungsstrange: Auf der technischen Seite des Detektionsverfahrens lasst sich die Sen- 
sitivitat durch Weiterentwicklung der Algorithmen zur Abtrennung des aggregatspe- 
zifischen Signals und durch eine hohere Scangeschwindigkeit urn bis zu zwei Grofien- 
ordnungen steigern. Das vermutlich grofite Potential zur Steigerung der Sensitivitat 
bietet eine optimierte und standardisierte Probenabnahme und -handhabung, die 
im Rahmen der klinischen CJD-Studie etabliert werden soli. Das Probenmat'erial 
kann durch einen einfachen Aufarbeitungsschritt mit Fallung der hydrophoben Ag- 
gregate [107] weiter konzentriert werden. Insbesondere bei der Alzheimerdiagnostik 
bildet die Kombination monomerer Sonden mit Antikorpersonden einen erfolgver- 
sprechenden Ansatz, urn amyloide Aggregate gleichzeitig sensitiv und spezifsch zu 
detektieren. 

Ein breites Gebiet zukiinftiger Anwendungen bietet die gleichzeitige Detektion 
und Charakterisierung pathologischer Aggregate durch die differentielle Bindung 
mehrerer Sonden. Hier ist nicht nur eine empfindliche differentialdiagnostische An- 
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wendung auf die sporadische und auf die neue Variante der Creutzfeldt-Jakob Er- 
krankung denkbar. Neben CJD und Morbus Alzheimer existieren weitere neurode- 
generative Erkrankungen, die sich durch die Bildung pathologischer Aggregate vor 
allem des r-Proteins und des o;-Synnucleins auszeichnen. Zu ihnen gehoren unter 
anderem Morbus Parkinson, die Lewy Body Demenz, corticobasale Degeneration 
sowie Morbus Pick [46]. Durch Erweiterung auf andere Aggregate besteht damit das 
Potential zur Entwicklung eines Parameters, der sich zur differentiellen Diagnose 
einer Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen in einem fruhen Stadium nutzen 
lasst. 
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Die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien oder Prionkrankheiten sind ei- 
ne Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen, die durch ein ungewohnliches infek- 
tioses Agens, das Prion, iibertragen werden. Nach der Prionhypothese kann eine 
pathologische Form des Prionproteins (PrP 5c ) in korpereigenem PrP c eine Kon- 
formationsanderung zu PrP 5c induzieren. Wie auch im Falle der Alzheimerschen 
Erkrankung steht die Aggregation einer pathologischen Form eines korpereigenen 
Proteins im Zentrum der Pathogenese. 

Der Aggregationsmechanismus des Prionproteins wurde anhand eines Modell- 
systems von rekombinanten PrP durch die Zweifarben-Kreuzkorrelations-Fluores- 
zenzspektroskopie (FCS) auf Einzelmolekulebene untersucht. Dabei liefien sich zwei 
grundlegende Mechanismen unterscheiden: a) die de novo Aggregation des mono- 
meren PrP und b) die Anlagerung von Monomeren an einen Aggregationskeim. Im 
Rahmen der de novo Aggregation konnten drei Phasen der Multimerbildung differen- 
ziert werden. Erstmals konnte dabei auch der initiale Aggregationsschritt quantitativ 
untersucht werden. Er liefi sich durch eine irreversible Bindungsreaktion beschrei- 
ben, in der eine quantitative Bildung von (2-4)-meren erfolgte. Darauf folgte ein 
Wachstum der Oligomere bis n = 15-20. Im Verlauf von Stunden traten schliefilich 
multimere Aggregate mit n > 1000 auf, deren Grofie aufierst heterogen war. Der 
Verlauf der dritten Phase der Aggregation ist mit einem Nukleationsmechanismus 
vereinbar. 



Auf Basis der Detektion multimerer pathologischer Aggregate des Prionproteins 
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bzw. der A0-Peptide wurde ein hochempfindliches diagnostisches Verfahren far die 
Creutzfeldt-Jakob Erkrankung (CJD) und fur Morbus Alzheimer (AD) entwickelt. 
Durch Einsatz zweier hochaffiner fluoreszenzmarkierter Antikorpersonden liefien sich 
die Aggregate spezifisch mit einer grofien Zahl von Fluorophoren markieren. Ein 
Kreuzkorrelations-FCS-Aufbau wurde durch Entwicklung einer Scan-Einrichtung 
sowie eines Verfahrens zur Intensitatsanalyse an die speziellen Erfordernisse der 
Aggregatdetektion angepasst. Durch das „Scannen intensiv fluoreszierender Target- 
molekiile" (SIFT) konnte die Nachweisempfindlichkeit fur pathologisches PrP 5c ge- 
geniiber etablierten Verfahren um mehr als eine Grofienordnung auf 1 fM gesteigert 
werden. 

Durch SIFT-Messung gelang der Nachweis pathologischer Aggregate im Spinalli- 
quor von Alzheimerpatienten sowie erstmals auch im Liquor von Creutzfeldt-Jakob 
Patienten. Verschiedene Typen des PrP 5c , die mit unterschiedlichen Krankheits- 
verlaufen korrelieren, konnten anhand der relativen Affinitat der Antikorpersonden 
differenziert werden. 

Es konnte gezeigt werden, dass durch effizienteres Scannen sowie durch eine opti- 
mierte Probengewinnung und -vorbereitung eine weitere Steigerung der Sensitivitat 
um mehrere Grofienordnungen moglich ist. Durch Erweiterung auf andere patholo- 
gische Aggregate besitzt das SIFT- Verfahren damit das Potential, sich zu einer Me- 
thode zu entwickeln, die nicht nur eine Diagnose von CJD und AD in einem friihen 
Stadium der Erkrankung erlaubt, sondern als differentialdiagnostisches Werkzeug 
fur eine Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen eingesetzt werden kann. 
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Abb. Abbildung 
Ac Acetat 

AD Alzheimersche Demenz bzw. Erkrankung 

Alexa488 Alexa Fluor™ 488 (Handelsname eines Rhodamin- 

derivats) 

APP Amyloid^Precursor-Protein 

AS Aminosaure 

BSA bovines Serumalbumin 

BSE bovine spongiforme Enzephalopathie 

bzw. * beziehungsweise 

CD Circulardichroismus 

GJD Creutzfeldt-Jakob Demenz bzw. Erkrankung 

Cy2 / Cy5 FluoroLink™ Cyanin2 / Cyanin5 

Da Dalton 

DN A Desoxyribonukleinsaure 

DMSO Dimethylsulfoxid 

e Extinktionskoeffizient 

PCS Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie 

FITC Fluorescein-Isothiocyanat 

9 Erdbeschleunigung 

Gl. Gleichung 

GPI Glycolsyl-Phosphadityl-Inositol 

h Stunde(n) 

IgG Immunoglobulin 

M molar 

min Minute(n) 

NMR Kernspinresonanz 

NP " 40 nichtionisches Alkylphenyl-polyoxyethylen- 

Detergenz (Handelsname) 

nv CJD neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS 

PK Proteinase K 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PrP Prionprotein 

PrP c zellulares Prionprotein 

PrP 5c pathologische Scrapie-Isoform des Prionproteins 

RNA Ribonukleinsaure 

rpm Umdrehungen / Minute 

rPrP rekombinantes Prionprotein 

RT Zimmertemperatur 

SDS Natriumdodecylsulfat 

Tab, Tabelle 

TSE . transmissible spongiforme Enzephalopathie 

TWs Tris-methylaminomethan 

u-N. fiber Nacht 

UV Ultraviolett 

w/v Anteile Gewicht von Volumen 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Charakterisierung pathologischer Proteinablagerungen, insbesondere 
Prionproteirie nach Subspezies durch deren Markierung mit Sondenmolekiilen, wobei 
die Bindung mindestens zweier unterschiedlicher Sondenmolekiilen an die Protein- 
ablagerungen bildenden Proteine oder Aggregate, insbesondere Prionproteine detek- 
tiert wird und aus dem Verhaltnis der gebundenen Mengen an verschiedenen Son- 
denmolekiilen zueinander die Subspezies bestimmt wird. 

Verfahren zur Bestimmung und individuellen Charakterisierung von Partikeln mittels 
zweier unterschiedlicher detektierbarer Sonden in einer Probe, wobei 

• die Partikel einzelne Molekule oder Molekulaggregate sind mit einer Vielzahl von 
Bindungsstellen fur mindesten eine der mindestens zwei unterschiedlichen detek- 
tierbaren Sonden, 

• die mindestens zwei unterschiedlichen detektierbaren Sonden in der Probe anwe- 
sendsind, 

• ein MaB fur die Anzahl der gebundenen Sonden und 

• das Verhaltnis der gebundenen Sonden zueinander durch Bestimmung von Parti- 
keln ermittelt wird 

• und wobei die Bestimmung auf Basis von einzelnen Partikeln erfolgt 
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Zusammenfassung 



Verfahren zur Charakterisierung pathologischer Proteinablagerungen, insbesondere Pri- 
onproteine nach Subspezies durch deren Markierung mit Sondenmolekiilen, wobei die Bin- 
dung mindestens zweier unterschiedlicher SondenmolekUlen an die Proteinablagerungen 
bildenden Proteine oder Aggregate, insbesondere Prionproteine detektiert wird und aus dem 
Verhaltnis der gebundenen Mengen an verschiedenen Sondenmolekulen zueinander die 
Subspezies bestimmt wird. 
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